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RESUMO 
 
Introdução: O micofenolato de mofetila (MMF) é um fármaco 
imunossupressor utilizado atualmente na clínica na rejeição de 
transplantes de órgãos e em algumas doenças auto-imunes, como 
na uveite e na glomerulonefrite. Objetivos: Avaliar o efeito anti-
inflamatório e antioxidante do MMF administrado por via oral, na 
primeira (4 h) e segunda (48 h) fases da resposta inflamatória 
induzida pela carragenina (Cg), no modelo da pleurisia, em 
camundongos. Materiais e Métodos: Neste protocolo 
experimental foram utilizados camundongos albinos suíços de 1 
mês de idade. O modelo experimental utilizado foi o da pleurisia 
induzida pela Cg, segundo metodologia descrita por Saleh et al. 
(1996). A inflamação foi avaliada estudando-se alguns parâmetros 
da resposta inflamatória segundo metodologias já padronizadas e 
descritas na literatura (leucócitos e a exsudação), atividade das 
enzimas: mieloperoxidase (MPO), adenosina deaminase (ADA), 
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), e glutationa S-
transferase (GST), superóxido dismutase (SOD), as concentrações 
de: nitrito/nitrato (NOx) e das substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico (TBARS). Neste protocolo, também foram estudadas 
a influência do MMF sobre as concentrações das proteínas e sobre 
a transcrição do mRNA para o fator de necrose tumoral alfa (TNF-
α), interleucina-1 beta (IL-1β), fator de crescimento  endotelial 
vascular alfa (VEGF-α), e interleucina 17A (IL-17A), utilizando-se 
as metodologias de enzima imunoensaio (ELISA) e a reação da 
transcriptase reversa, seguida de reação em cadeia da polimerase 
(RT-PCR). Para a pesquisa da enzima óxido nítrico sintase 
induzida (ONSi) também foi utilizada a técnica de RT-PCR. Os 
parâmetros inflamatórios foram avaliados 4 h e 48 h após a 
indução da pleurisia. Como fármacos de referência anti-
inflamatória foram utilizados: a dexametasona (Dex, i.p.) e o 
ibuprofeno (Ibu, v.o.). Em alguns experimentos para avaliar a 
exsudação, os animais foram tratados 10 minutos antes da 
  
aplicação da Cg, com solução de azul de Evans (25 mg/kg, 0,2 mL, 
i.o.). Para a análise estatística dos resultados foi utilizado o teste 
paramétrico ANOVA complementado, quando necessário, pelo 
teste de Dunnett, teste t de Student e teste de correlação de 
Pearson. Diferençcas com P < 0,05 foram considerados 
significantes. Resultados: Em ambas as fases (4 h e 48 h) da 
resposta inflamatória induzida pela Cg, o MMF na dose de 100 
mg/kg administrado por via oral (v.o.) inibiu os leucócitos (P < 
0,01), a exsudação (P < 0,01), as atividades de: MPO (P < 0,05), 
ADA (P < 0,01), CAT (P < 0,05), SOD (P < 0,05), GPx (P < 0,01) 
e GST (P < 0.01), as concentrações de: nitrito/nitrato (ONx) (P < 
0,01) e TBARS (P < 0,05). Além disso, o fármaco também inibiu 
aumento das concentrações e a transcrição do mRNA de: TNF-α 
(P < 0,01), IL-1β (P < 0,01), VEGF-α (P < 0,01) e IL-17A (P < 
0,01), bem como a transcrição da enzima ONSi (P < 0,01). 
Conclusão: Os resultados demonstraram que o MMF possui 
importante efeito anti-inflamatório e antioxidante, inibindo 
mediadores e enzimas que participam da resposta inflamatória no 
modelo da pleurisia em camundongos. Este efeito parece ocorrer 
também em nível pré-transcripcional uma vez que o MMF foi 
capaz de inibir não somente as concentrações de citocinas 
formadas, mas também a transcrição do  mRNA para estas 
proteínas. 
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ABSTRACT 
 
Introduction: Mycophenolate mofetil (MMF) is an 
immunosuppressive agent currently used in the clinic to prevent 
the rejection of organ transplants and some autoimmune diseases 
such as uveitis and glomerulonephritis. Objectives: The aim of 
this study was study the anti-inflammatory and anti-oxidant effects 
of MMF, in the first (4 h) and second (48 h) phases of the 
inflammatory response induced by carrageenan (Cg), in the mouse 
model of pleurisy. Materials and Methods: The mouse model of 
pleurisy was used according to the methodologies described by 
Saleh et al. (1996). The inflammation was evaluated by studying 
inflammatory parameters according to the methods described in the 
literature (leukocytes and exudation (SALEH et al., 1996), 
enzymes activities: myeloperoxidase (MPO) (RAO et al., 1993) 
adenosine deaminase (ADA) (GIUSTI and GALANTI, 1984), 
catalase (CAT) (AEBI, 1984), glutathione peroxidase (GPx) 
(FLOÉ and GÜNZLER, 1984), and glutathione S-transferase 
(GST) (HABIG et al. 1976), superoxide dismutase (SOD) (MISRA 
and FRIDOVICH, 1972), concentrations of nitrite/nitrate (NOX) 
(GREEN et al., 1982), and thiobarbituric acid reactive substances 
(TBARS) (BIRD and DRAPER, 1984)). In this protocol, we also 
studied the concentrations, as well as the mRNA transcription for 
tumor necrosis factor alpha (TNF-α), interleukin-1 beta (IL-1β), 
vascular endothelial growth factor alpha (VEGF-α) and interleukin 
17A (IL-17A), using enzyme immunoassay (ELISA) and reverse 
transcriptase reaction followed by polymerase chain reaction (RT-
PCR). The nitric oxide synthase (iNOS) was also performed by 
RT-PCR. The inflammatory parameters were evaluated 4 h and 48 
h after pleurisy induction. Dexamethasone (Dex, i.p.) and 
ibuprofen (Ibu, p.o.) were used as reference drugs. In some 
experiments to evaluate the exudation, the animals were treated (10 
minutes before Cg administration) with Evans blue solution (25 
mg / kg, 0.2 mL, i.o.). For statistical analysis we used ANOVA 
  
supplemented by Dunnett's test, when required, Student`s t test. P 
< 0.05 was considered significant. Results: In both phases (4 h and 
48 h) of the inflammatory response induced by carrageenan, MMF 
(100 mg/kg) administered by oral route (p.o) inhibited leukocytes 
(P < 0.01), exudation (P < 0.01), MPO (P < 0.05), ADA (P < 
0.01), CAT (P < 0.05), SOD (P < 0.05), GPx (P < 0.01) and GST 
(P < 0.01) activities, nitrite / nitrate (NOx) (P < 0.01) and TBARS 
(P < 0.05) concentrations. In addition, this drug also inhibited the 
concentrations and mRNA transcription of: TNF-α (P < 0.01), IL-
1β (P < 0.01), VEGF-α (P < 0.01) and IL-17A (P < 0.01), and 
expression of nitric oxide synthase (iNOS) (P < 0.01). 
Conclusion: The results showed that MMF has important anti-
inflammatory and antioxidant effects, by inhibiting mediators 
involved in the inflammatory response and reducing antioxidant 
enzymes activities, in mice model of pleurisy. This effect appears 
to occur also at the pre-transcriptional level, since MMF was able 
to inhibit not only the levels of cytokines formed, but also the 
transcription of mRNA for these proteins. 
 
 
Keywords: Mycophenolate mofetil, pleurisy, anti-inflammatory, 
antioxidant, mice. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 
1.1 Micofenolato de mofetila 
 
 Uma vez ingerido o micofenolato de mofetila (MMF) (Figura 
1), é transformado pelas esterases intestinais em seu metabólito ativo, o 
ácido micofenólico (MFA) que é um potente inibidor seletivo e não 
competitivo da isoforma 2 da enzima inosina monofosfato 
dehidrogenase (IMPDH). Esta enzima é importante para a síntese de: 
nucleotídeos guanosínicos (purinas), ácido riboxinucleotídeo (RNA) e 
ácido desoxiriboxinucleotídeo (DNA) (ALLISON e EUGUI, 2000). 
 A síntese das purinas é fisiologicamente mediada por duas 
principais vias, uma denominada de via “selvagem” e a outra 
denominada de via “de novo”, sendo que os linfócitos T e B são mais 
dependentes desta última via. E é justamente nesta última via (via de 
novo) que a enzima IMPDH participa da resposta imunológica, o que 
denota importante alvo para o desenvolvimento de novos fármacos com 
potencial atividade anti-inflamatória (ALLISON e EUGUI, 1993).  
 
 
 
 
Figura 1 - Estrutura química do micofenolato de mofetila (MMF) 
 
O MFA tem efeito citostático mais potente sobre os linfócitos 
que sobre outros tipos celulares, e este é o principal mecanismo pelo 
qual é exercida a atividade imunossupressora. O MFA também diminui 
as reservas de guanosina trifosfato (GTP) presentes nos linfócitos e 
monócitos humanos, inibindo a síntese de fucose e manose-sacarídeo, 
que são componentes das glicoproteínas de membrana. Isso faz com que 
seja reduzida drasticamente a produção de moléculas de adesão da 
família das selectinas. Por este mecanismo, o MFA diminui o 
recrutamento de linfócitos e monócitos para o sítio do enxerto 
(ALLISON e EUGUI, 1996).
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O MFA é mais seletivo em inibir a isoforma 2 da IMPDH, 
expressa em linfócitos ativados, do que a isoforma 1 da IMPDH, 
expressa em outros tipos de células, o que faz com que o micofenolato 
seja muito mais ativo sobre os linfócitos do que sobre outras células.  
Estudos já demonstraram que o MMF induz: 1) apoptose em 
células T ativadas, diminuindo os clones celulares em resposta à 
estimulação antigênica; 2) depleção dos nucleotídeos de guanosina, 
diminuindo a glicosilação e a expressão de moléculas de adesão do tipo 
integrinas, o que reduz o influxo de linfócitos e monócitos no sítio 
inflamatório; e 3) depleção de nucleotídeos de guanosina, diminuindo as 
concentrações de tetrahidrobiopterina, um co-fator importante para a 
atividade da ONSi. Este fato resulta na diminuição da produção de ON e 
consequentemente de peroxinitrito (ONOO-), diminuindo os danos 
celulares (ALLISON e EUGUI, 2000).  
 
1.2. Processo Inflamatório 
 
A reação inflamatória é um evento complexo que envolve o 
reconhecimento do agente ou do estímulo lesivo, para sua posterior 
destruição e formação de um novo tecido. O reconhecimento 
desencadeia a ativação e a amplificação do sistema imune resultando na 
ativação de células e na liberação de diversos mediadores inflamatórios 
que são responsáveis pela vasodilatação, extravasamento de líquido e 
migração de leucócitos (SCHMID-SCHÖNBEIN, 2006; MEDZHITOV, 
2008). 
 O sistema fagocítico mononuclear é composto por dois tipos de 
células que participam na defesa do sistema imune do hospedeiro, 
desenvolvendo funções distintas: os macrófagos e os monócitos. Os 
macrófagos têm a função de remover antígenos particulados e atuar 
como células apresentadoras de antígeno, internalizando e apresentando 
antígenos aos linfócitos T (FUJIWARA e KOBAYASHI, 2005). Os 
monócitos encontram-se circulando no sangue e, quando necessário, 
migram para diferentes órgãos e cavidades do corpo em resposta a um 
estímulo lesivo, diferenciando-se em macrófagos. Além disso, os 
leucócitos do tipo mononucleares estão envolvidos no desenvolvimento 
e na manutenção de diversas doenças inflamatórias como: lúpus 
eritematoso sistêmico (KIS-TOTH e TSOKOS, 2010), artrite 
reumatóide (SCHETT, 2007), além de doenças inflamatórias das vias 
aéreas, como a asma brônquica (NEGRETE-GARCÍA et al., 2010).   
Dentre as enzimas envolvidas na resposta inflamatória, mais 
importantes, destaca-se a adenosina-deaminase (ADA). Esta enzima é 
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liberada principalmente por linfócitos ativados e também possui papel 
fundamental na maturação e na ativação de monócitos e linfócitos 
(ZHOU et al., 2009). A ADA participa do metabolismo das purinas 
catalisando irreversivelmente a deaminação da desoxiadenosina e 
adenosina em desoxinosina e inosina, respectivamente. A atividade 
desta enzima ocorre por meio da ação de duas isoenzimas denominadas 
ADA-1 e ADA-2 (NAKAMACHI et al., 2003). As respostas biológicas 
à adenosina e inosina são mediadas por quatro receptores distintos (A1, 
A2A, A2B e A3) que são acoplados a proteínas G. A estimulação de 
cada receptor destes induz uma resposta funcional distinta, podendo o 
efeito resultante ser  pró- ou anti-inflamatório (FREDHOLM, 2010). O 
fato dos receptores de adenosina serem expressos em diferentes células, 
principalmente aquelas presentes nas vias aéreas, deixa claro o papel 
desta enzima na resposta inflamatória associada à asma brônquica, além 
de outras doenças de caráter inflamatório crônico (SPICUZZA et al., 
2006; VASS e HORVÁTH, 2008). 
Já os leucócitos do tipo polimorfonucleares são as primeiras 
células que são ativadas na defesa imune do hospedeiro contra infecção. 
Estas células migram e infiltram-se no sítio inflamatório por meio da 
liberação de mediadores quimiotáticos, juntamente com os macrófagos, 
fagocitam e destroem o agente indutor da inflamação. Este tipo de célula 
desempenha papel central na maioria das doenças inflamatórias, 
inclusive na doença pulmonar obstrutiva crônica (GÓRSKA et al., 
2010), e na asma brônquica (MONTESEIRIN, 2009). A destruição do 
agente estranho ocorre por meio da liberação de enzimas hidrolíticas, 
proteínas bactericidas e espécies reativas de oxigênio (EROS), estocadas 
nos grânulos dos polimorfonucleares (CASCÃO et al., 2009). Dentre 
estas enzimas, destaca-se a mieloperoxidase (MPO), uma protease 
presente nos grânulos azurófilos de polimorfonucleares e monócitos 
(HANSSON et al., 2006).  
 A MPO, juntamente com o sistema nicotinamida adenina 
dinucleotídeo fosfato oxidase (NADPH), está envolvida na liberação de 
espécies reativas do oxigênio (EROS). A NADPH oxidase reduz o 
oxigênio molecular ao radical ânion superóxido. A seguir, a enzima 
superóxido dismutase converte o ânion superóxido em peróxido de 
hidrogênio, o qual destroi as bactérias diretamente, ou após a sua 
conversão em íons hidroxila ou ácido hipocloroso (KLEBANOFF, 
2005). Além disso, o ácido hipocloroso é considerado um potente agente 
microbicida e possui papel importante na defesa do hospedeiro contra a 
invasão de bactérias, fungos e vírus (HANSSON et al., 2006). Contudo, 
o aumento nas concentrações tissulares de polimorfonucleares ativados, 
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e a liberação excessiva de enzimas como a MPO, proteinase 3, elastase, 
além da catepsina G, induzem a liberação de grandes quantidades de 
EROs e espécies reativas de nitrogênio (ERNs) que, por sua vez, 
promovem importantes lesões em tecidos do próprio hospedeiro 
(MEDZHITOV, 2008). O envolvimento da MPO em doenças 
inflamatórias das vias aéreas é bem documentado, inclusive na 
exacerbação da asma brônquica e na doença obstrutiva crônica 
(BATHOORN et al., 2009; ICHINOSE, 2009).    
 O estresse oxidativo induzido pela geração de EROs como o 
ânion superóxido, o peróxido de hidrogênio e os radicais hidroxila 
parece ser um dos fatores primários na etiologia de diversas doenças de 
caráter inflamatório (VALKO et al., 2007). As células ativadas, como os 
macrófagos e os polimorfonucleares, liberam EROs, que podem reagir 
com várias biomoléculas levando à lesão de proteínas, lipídeos e 
também do ácido desoxirribonucléico (DNA) de células vizinhas no 
local do processo inflamatório (CIENCEWICKI et al., 2008). 
Recentemente, o balanço redox e as EROs, em termos de sobrevivência, 
proliferação e morte celular, ganhou destaque na comunidade científica 
no estudo de diversas doenças autoimunes como a uveite e a 
glomerulonefrite (KRAVCHUK, 2004; PEDZIK et al., 2010). Além 
disso, existem evidências do envolvimento de EROS e ERNs como o 
ânion superóxido, óxido nítrico, entre outros que induzem, por sua vez, 
a peroxidação lipídica.  
Existem também relatos demonstrando que a peroxidação 
lipídica está envolvida na síndrome metabólica, na insuficiência renal, 
na hipertensão, assim como nos processos inflamatórios. As espécies 
reativas geradas pelo estresse oxidativo são capazes de lesar o DNA, os 
lipídeos microbianos e as células vizinhas saudáveis, sendo esse o 
mecanismo responsável pela maioria dos processos inflamatórios 
observados em doenças auto-imunes, como, por exemplo, o lúpus 
eritematoso sistêmico e a artrite reumatóide (VALKO et al., 2007). 
Além disso, EROS e ERNs exercem importante função como 
mensageiros para a amplificação e a manutenção do processo 
inflamatório (CARTA et al., 2009). Alguns autores têm ressaltado que o 
controle sobre a geração excessiva de espécies reativas contribui, de 
forma significativa, à melhora do quadro clínico de pacientes com 
fibrose pulmonar idiopática (WALTERS et al., 2008), ou asma 
brônquica (COMHAIR e ERZURUM, 2010).   
Outro mediador importante, e envolvido na resposta 
inflamatória, é o óxido nítrico (ON). Trata-se de um gás solúvel 
derivado do metabolismo da L-arginina pela ação da enzima óxido 
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nítrico sintase (ONS). O ON tem função importante na sinalização 
celular e está envolvido no relaxamento vascular, na modulação da 
agregação plaquetária e na inibição da adesão leucocitária (LUIKING et 
al., 2010). Existem três isoformas distintas de ONS: ONS neuronal 
(ONSn ou ONS I), ONS endotelial (ONSe ou ONS III), ambas formas 
são constitutivas e estão localizadas no tecido nervoso central e nas 
células endoteliais, respectivamente, e a ONS induzida (ONSi ou 
ONSII) participante dos processos inflamatórios (HONG et al., 2009).  
A ONSi é ativada em resposta a estímulos inflamatórios como, 
por exemplo, mediadores endógenos: quimiocinas e citocinas pró-
inflamatórias (interleucina-1 beta: IL-1β, fator de necrose tumoral alfa: 
TNF-α, interferon gama: IFN-γ, etc.), bem como por fatores exógenos, 
incluindo: endotoxinas bacterianas, infecções virais, poluentes 
ambientais (estresse oxidativo), hipóxia, tumores, alergenos, entre 
outros (BOVE e VAN DER VLIET, 2006). A ONSi libera grandes 
quantidades de ON rapidamente, podendo manter essa liberação por 
horas ou dias (KORHONEN et al., 2005). A expressão de ONSi ocorre 
principalmente em células epiteliais (HEMMRICH et al., 2005), mas 
também em macrófagos (WU e TSAI, 2007), eosinófilos (KORHONEN 
et al., 2005) e células da musculatura lisa vascular quando estas são 
ativadas por mediadores da resposta inflamatória (BATRA et al., 2007). 
Os efeitos deletérios do ON são decorrentes da sua interação com 
EROS, formando outras espécies reativas, as denominadas ERNS. 
Atualmente, é bem definido o envolvimento do ON na aterosclerose e 
nas doenças neuro-degenerativas (RYTER et al., 2007; VALKO et al., 
2007). Além disso, atualmente, o monitoramento da expiração de ON 
em pacientes com asma brônquica está sendo utilizada para avaliar a 
severidade da doença, e da resposta destes pacientes ao tratamento com 
glicocorticóides (PAVORD e MARTIN, 2009; WEDES et al., 2009).   
Outros mediadores que participam do processo inflamatório 
são as citocinas. As citocinas são um grupo de proteínas solúveis, ou 
proteínas de membrana celular, ou glicoproteínas mensageiras, com 
função parácrina. Estudos já identificaram mais de 200 citocinas, 
que são classificadas em subgrupos, como por exemplo: 
interleucinas, fatores de crescimento, quimiocinas, interferons e 
fatores estimuladores de colônia. Em relação ao processo 
inflamatório, tradicionalmente são divididas em: pró-inflamatórias 
(IL-1, IL-6, TNF-α, TGF-β, IL-17A) e anti-inflamatórias (IL-10, IL-
4, IL-1Ra: antagonista de receptor de IL-1). Estas últimas ainda estão 
envolvidas no crescimento, na diferenciação e na ativação celular, na 
imunidade e no reparo tecidual, além de outras funções (BUDHU e 
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WANG, 2006; COMMINS et al., 2010; HIPPE et al., 2010). 
Diversos são os estímulos para a liberação das citocinas, incluindo 
bactérias, vírus, parasitas, fungos, tumores, traumas, estímulos físicos 
(queimaduras, irradiações), necrose tecidual (infarto), células ativadas 
que participam da resposta imune, entre outros (BUDHU e WANG, 
2006).  
A função das citocinas é especificamente celular, e 
mediada por ativação de receptores localizados na superfície da 
célula alvo. Estes mediadores solúveis possuem função autócrina, 
parácrina e/ou sistêmica (COMMINS et al., 2010; HIPPE et al., 
2010). O balanço inadequado entre as citocinas pró- e anti-inflamatórias 
durante a resposta imune é crítico na resolução, ou não, da inflamação 
(CORSINI et al., 2005). Dentre as citocinas pro-inflamatórias, podemos 
destacar o TNF-α, a IL-1β, o VEGF-α, e a recém descrita IL-17. Embora 
diversas citocinas pró-inflamatórias estejam envolvidas no processo 
inflamatório, já está bem estabelecido que o TNF-α e a IL-1β exercem 
papel central na inflamação aguda induzida pela carragenina, no modelo 
da pleurisia, em camundongos (FRÖDE et al., 2001). A secreção destas 
citocinas está sob controle dos fatores de transcrição nuclear, dentre eles 
o fator de transcrição nuclear NF-kappa B (NF-κB). A ativação deste 
fator de transcrição tem sido demonstrado em diversos modelos, dentre 
eles o modelo da pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos 
(CUZZOCREA et al., 2008). Além disso, o envolvimento destas 
citocinas (TNF-α, IL-1β e VEGF-α) em doenças inflamatórias está 
também bem documentado, como por exemplo, o papel do TNF-α e da 
IL-1β na artrite reumatóide (MA et al., 2010; YANG et al., 2010), o 
envolvimento do TNF-α no lúpus eritematoso sistêmico (ZHU et al., 
2010), além da participação do TNF-α, da IL-1β e do VEGF-α na asma 
brônquica (FELTIS, et al. 2006; SIDIQUI et al., 2007; CHAROKOPOS 
et al., 2009; FUJISAWA et al., 2009).  
Mais recentemente, estudos têm relatado que os linfócitos T 
CD4+ e CD8+, assim como os leucócitos polimorfonucleares, secretam 
a citocina pro-inflamatória IL-17 (MILLS et al., 2008). Este é um novo 
mediador que pode estimular a produção e/ou liberação de outras 
substâncias pró-inflamatórias como: TNF-α, IL-1β e quimiocinas, tanto 
em modelos in vivo como in vitro, como por exemplo, em culturas de 
macrófagos humanos estimulados com LPS e em modelos de 
inflamação (edema e bolsa de ar) induzidos por diversos agentes 
flogísticos, em camundongos (MILLS, 2008; MAIONE et al., 2009). A 
IL-17 ainda promove a granulopoiese e a mobilização de 
polimorfonucleares para o local da infecção (IWAKURA et al. 2008). 
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1.3 Modelos de Inflamação das vias aéreas 
 
Durante muitos anos se tem procurado modelos experimentais 
que mimetizem as doenças inflamatórias humanas. Atualmente não 
existe um único modelo animal que mimetize a asma brônquica. O 
principal motivo é a complexidade da doença, o que faz com que o 
estudo da asma seja bastante limitado.  
No entanto, apesar das suas limitações, os modelos 
experimentais que existem atualmente e que mimetizam doenças 
inflamatórias das vias aéreas, como a asma, permitem avaliar as 
alterações morfológicas, imunológicas e fisiológicas, uma vez que 
mimetizam alguns eventos que ocorrem nesta doença, como a liberação 
de mediadores inflamatórios. Dentre estes destacam-se: o modelo de 
asma eosinofílica. Neste modelo, utiliza-se camundongos das linhagens 
BALB/c ou C57BL/6 sensibilizados com ovalbumina (OVA) e 
adjuvante (hidróxido de alumínio). Um ou dois dias após o desafio com 
a ovalbumina, o lavado bronco-alveolar é coletado e avalia-se 
parâmetros inflamatórios, como por exemplo: infiltrado celular e 
mediadores químicos (FUKUNAGA et al., 2007). 
Outro modelo de asma, é a utilização de vírus, uma vez que este 
tipo de infecção é bastante comum em pacientes com asma brônquica 
e/ou doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), além disso, os 
pacientes asmáticos comumente apresentam exacerbações da asma 
quando acometidos por infecções virais. Dentre estes, destacam-se o da 
inoculação do vírus Sendai em camundongos, que mimetiza a infecção 
causada pelo vírus sincicial respiratório, em humanos (HEATH, 1970; 
OPENSHAW, 1995). Estes modelos também permitem avaliar 
parâmetros imunológicos sistêmicos e locais, como o remodelamento 
das vias aéreas, a liberação de diversos mediadores inflamatórios, e a 
celularidade. A grande dificuldade na utilização deste último modelo 
experimental advém da necessidade de investimentos em infra-
instrutura, considerando que o cultivo e os métodos de infecção viral são 
muito mais complexos, principalmente em relação às normas de 
biossegurança.  
Existem também modelos que combinam dois ou mais fatores, 
como por exemplo: camundongos expostos a alérgenos e vírus, já que 
muitos estudos demonstram que os pacientes com asma alérgica e 
expostos a infecções virais apresentam episódios de hiperresponsividade 
das vias aéreas e exacerbação da doença (NAGARKAR et al., 2010).  
Além disso, vários estudos têm demonstrado que alguns 
pacientes desenvolvem asma com uma resposta predominantemente do 
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tipo neutrofílica. Por este motivo, também existem modelos que 
mimetizam esta condição, como por exemplo: a indução de infecção 
pulmonar em camundongos com a bactéria Pseudomonas aeruginosa 
(TAM et al., 1999). Outro modelo também bastante difundido é o da 
utilização de lipopolissacarídeo bacteriano (LPS) administrado 
sistemicamente e que estimula a resposta imune pulmonar. Este é mais 
um modelo que permite a avaliação de celularidade e da liberação de 
mediadores inflamatórios sem que seja necessário recorrer a 
procedimentos e técnicas complicadas (KNAPP et al., 2006). 
O modelo da pleurisia induzida por carragenina, em 
camundongos, caracteriza-se também por ser um modelo de inflamação 
com resposta predominantemente neutrofílica, além de possuir algumas 
vantagens em relação a outros modelos experimentais. Dentre as 
vantagens cita-se a fácil coleta do lavado pleural, pelo qual é possível 
analisar e quantificar diversos parâmetros inflamatórios como 
celularidade, exsudação e mediadores inflamatórios. O modelo da 
pleurisia foi originalmente desenvolvido em ratos (SPECTOR, 1956) e 
mais tarde reproduzido em cobaias (YAMAMOTO et al., 1975; 
SEDGWICK e WILLOUGHBY, 1989). Com o desenvolvimento deste 
modelo foi possível então fazer uma avaliação não só do extravasamento 
de líquido como da migração de células induzidos por diversos agentes 
flogísticos (DE BRITO, 1989; SALEH et al., 1996; 1997; 1999). A 
técnica de pleurisia possui vantagens em relação à do edema de pata 
pois, a partir da coleta do lavado na cavidade pleural, é possível  analisar 
e quantificar os componentes celulares e humorais da inflamação, sem 
necessitar  recorrer a procedimentos complicados de extração e 
quantificação. Uma outra vantagem adicional da pleurisia é a sua fácil 
execução, pois diferentes agentes flogísticos (específicos e não 
específicos) podem ser estudados.  
Conforme ilustra a figura 2, no modelo experimental da 
pleurisia induzida pela carragenina em camundongos, ocorre uma 
resposta inflamatória do tipo bifásica, caracterizada por uma primeira 
fase, também denominada de fase recente, que ocorre 4 h após a 
administração da carragenina na cavidade pleural destes animais. Nesta 
fase evidencia-se aumento significativo da exsudação, bem como de 
leucócitos do tipo polimorfonucleares na cavidade pleural. A segunda 
fase ou fase tardia ocorre 48 h após, e é caracterizada pelo aumento 
ainda maior da exsudação e de leucócitos do tipo mononucleares 
(SALEH et al., 1996; DALMARCO et al., 2002). 
De um modo geral, a inflamação induzida na cavidade pleural é 
lenta e prolongada em comparação com aquela desenvolvida na pele. 
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Isto se deve ao fato de haver diferenças na resposta aos mediadores 
inflamatórios, na drenagem linfática, bem como nos tipos celulares 
envolvidos. Por exemplo: 5-hidroxitriptamina (5-HT), bradicinina (BK) 
e prostaglandina E1 (PGE1) e prostaglandina E2 (PGE2), produzem pouca 
exsudação quando administradas isoladamente ou em combinação na 
cavidade pleural. Ao contrário, na pele, estes mediadores induzem 
rapidamente a formação de edema (VINEGAR et al., 1976). Além disso, 
a cavidade pleural ocupa uma superfície relativamente grande. Admite-
se que o sítio primário da inflamação na cavidade pleural seja a 
microvasculatura subpleural, local onde se iniciará a exsudação e o 
influxo de células inflamatórias. A partir do processo inflamatório, 
induzido experimentalmente na cavidade, pode ocorrer acúmulo de 
líquido, o qual pode apresentar características de exsudato, com ou sem 
fibrina, ou transudato. Os mediadores envolvidos neste tipo de 
inflamação são liberados por células residentes ou que migram para o 
local do processo inflamatório. Além disso, o tipo, a intensidade e a 
duração da inflamação produzida pela injeção de um agente flogístico 
dependerá da sua persistência na cavidade pleural e da natureza da sua 
interação com fatores humorais e/ou celulares. 
 Nesta tese, optou-se pelo modelo experimental da pleurisia 
induzida pela carragenina em camundongos. A escolha deste modelo foi 
baseada em evidências já comentadas acima, destacando sua utilidade, 
servindo para o estudo da reação inflamatória, bem como avaliação da 
atividade anti-inflamatória e antioxidante do fármaco MMF. 
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Figura 2 – Esquema demonstrando o perfil de resposta inflamatória bifásica 
do modelo experimental da pleurisia induzida pela carragenina, em 
camundongos. Retirado de SALEH et al., 1996. ADA: adenosina 
deaminase, BK: bradicinina, ERs: espécies reativas, ICAM-1: molecula de 
adesão do tipo integrina (ICAM-1), IL-1β: interleucina-1 beta, LTD4: 
leucotrieno D4, MPO: mieloperoxidase, NO: óxido nítrico, NF-ĸB: Fator de 
transcrição nuclear ĸB, PGs: prostaglandinas, P-selectina: molécula de 
adesão do tipo selectina P (P-selectina), TNF-α: fator de necrose tumoral 
alfa. 
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2 OBJETIVOS 
 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
 
Estudar o efeito anti-inflamatório e antioxidante do micofenolato 
de mofetila (MMF) administrado por via oral no modelo da pleurisia 
induzida pela carragenina, em camundongos. 
 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 
 
I. Estudar o efeito do MMF, sobre a migração de leucócitos e a 
exsudação; 
II. Verificar o efeito do fármaco sobre a atividade das enzimas: 
Adenosina-deaminase (ADA), Catalase (CAT), Glutationa 
peroxidase (GPx), Glutationa S-transferase (GST),  Mieloperoxidase 
(MPO) e  Superóxido dismutase (SOD); 
III. Analisar o efeito do fármaco sobre as concentrações do(a): Fator de 
necrose tumoral alfa (TNF-α), Interleucina-1 beta (IL-1β), Fator de 
crescimento vascular endotelial (VEGF-α), Interleucina-17A (IL-
17A) e Nitrito/Nitrato (NOx); 
IV. Avaliar o efeito do fármaco sobre a transcrição do mRNA para as 
citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1β, VEGF-α e IL-17A) e para 
a enzima óxido nítrico sintase induzida (ONSi); 
V. Verificar a ação do fármaco sobre as concentrações de substâncias 
reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 Animais 
 
 O estudo foi constituido utilizando 350 (trezentos e cinqüenta) 
camundongos albinos suíços, 1 mês de idade, de ambos os sexos, 
pesando entre 18 e 25 g, fornecidos pelo Biotério Central da FURB 
(Universidade Regional de Blumenau). 
 Os animais mencionados foram acomodados em gaiolas 
plásticas com serragem, sob temperatura ambiente e luz natural. Estes 
animais receberam alimentação e água durante todos os experimentos. 
Este projeto foi aprovado pela Comissão de ética na experimentação 
com animais (CEEA) da FURB sob protocolos № 022/06 e 022/07 
(Anexos 1 e 2). 
   
3.2 Procedimento Anestésico 
 
A anestesia foi induzida com pentobarbital (25 mg/kg) 
administrados por via intraperitoneal, a fim de possibilitar a 
administração da solução corante de azul de Evans (25 mg/kg, i.v., 
intraorbital) com o objetivo de avaliarmos de forma indireta a 
exsudação. 
 
3.3 Eutanásia dos Animais 
 
Os animais foram sacrificados com overdose de pentobarbital 
(60 mg/kg, i.p.), administrado por via intraperitoneal. 
 
3.4 Pleurisia induzida pela Carragenina 
 
No dia dos experimentos, os animais receberam 0,1 mL de 
solução fisiológica estéril (NaCl 0,9%) ou do agente flogístico 
carragenina (Cg, 1%), administrado na cavidade pleural direita, através 
do espaço intercostal, utilizando-se de uma agulha 13x5 mm e cânula de 
poliestireno. De acordo com cada protocolo experimental, após a 
administração da carragenina ou da solução salina estéril, os animais 
foram sacrificados com overdose de pentobarbital em 4 h e 48 h após a 
indução da inflamação. A seguir, os animais foram fixados em mesa 
cirúrgica, em declive de 30º a 45º, sendo feita uma incisão transversal na 
pele e nos músculos abdominais. Posteriormente, o apêndice xifóide foi 
pinçado e através de duas incisões paralelas ao longo do esterno, a 
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cavidade pleural foi exposta. Imediatamente, a cavidade pleural foi 
lavada com duas alíquotas de 0,5 mL (totalizando 1 mL) de solução 
salina tamponada (PBS, pH 7,6, NaCl (130 mmol/L), Na2HPO4 (5 
mmol/L), KH2PO4 (1 mmol/L) e heparina (20 UI/mL)). Alíquotas do 
lavado pleural foram coletadas com auxílio de pipeta automática para a 
quantificação dos números total e diferencial de células. De acordo com 
o protocolo experimental, 10 minutos antes dos experimentos, alguns 
grupos de animais foram tratados com solução de Azul de Evans (25 
mg/kg, 0,2 mL/animal, i.v.), para posterior determinação indireta do 
grau de exsudação na cavidade pleural. 
Para análise de enzimas, citocinas, NOx e TBARS, os animais 
não foram previamente tratados com o corante azul de Evans, uma vez 
que o mesmo interfere nas dosagens colorimétricas para a quantificação 
destes parâmetros.  
Para análise da atividade das enzimas antioxidantes (CAT, 
SOD, GPx e GST), o protocolo experimental de tratamento e indução da 
pleurisia foi idêntico ao descrito anteriormente, exceto que o material 
analisado foi o sangue total obtido por punção cardíaca após indução 
anestésica. 
Para a determinação da transcrição do mRNA para as citocinas 
pró-inflamatórias (TNF- α, IL-1β, VEGF-α e IL-17A) e para a enzima 
ONSi, o protocolo experimental de tratamento e indução da pleurisia foi 
semelhante ao descrito inicialmente, exceto que o material utilizado para 
análise foram amostras teciduais dos pulmões (cerca de 200 mg).  
 
3.5 Contagem total e diferencial dos leucócitos  
 
No dia dos experimentos, após sacrifício dos animais e abertura 
das cavidades, alíquotas do lavado pleural (200 µL) foram reservadas 
para a contagem celular total, utilizando-se líquido de Türk (1:20) e 
câmara de Neübauer, com auxílio de microscópio ótico comum 
(aumento 400 vezes). Os esfregaços celulares foram realizados para a 
contagem diferencial dos leucócitos. Após o preparo dos esfregaços em 
citocentrífuga (Wescor-Cytopro, Logan, Utah, EUA), estes foram 
corados pelo método de May-Grünwald-Giemsa. A contagem celular 
diferencial (polimorfonucleares e mononucleares) foi realizada também 
em microscópio óptico comum, com auxílio de objetiva de imersão 
(aumento de 1000 vezes), contando-se 100 células por lâmina. Os 
resultados foram expressos em número total de células (x 106). 
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3.5.1 Coloração dos esfregaços celulares 
 
A metodologia consiste na coloração sucessiva com uma 
mistura de eosinato de azul-de-metileno (May-Grünwald) e de azul-
eosina (Giemsa). As lâminas contendo o sedimento dos lavados pleurais 
após centrifugação em citocentrífuga foram secas em posição horizontal 
à temperatura ambiente. Em suporte de coloração apropriado, as lâminas 
foram cobertas com 1 mL de corante May-Grünwald e mantidas em 
contato com o sedimento por 2 min. A seguir adicionou-se água 
deionizada (1 mL) nas lâminas, com auxílio de pipeta automática com 
capacidade de 1 mL. Após 3 min, o corante foi removido e cobriu-se a 
lâmina com corante Giemsa (diluído 1:20 em água deionizada) por 15 
min. A seguir, as lâminas foram lavadas em água deionizada e secas à 
temperatura ambiente. Os resultados foram expressos em número total 
de células (x106). 
 
3.6 Determinação da exsudação  
 
No dia dos experimentos, uma alíquota (200 µL) do lavado 
pleural foi reservada para a determinação da concentração de Azul de 
Evans em leitor de enzimaimunoensaio (ELISA) (Organon-Tecknica, 
Roseland, New Jersey, EUA), por leitura da densidade ótica, em 
comprimento de onda 620 nm, de acordo com a metodologia descrita 
por Saleh, Calixto, Medeiros (1996). Para a quantificação da 
concentração de azul de Evans, curvas padrão com concentrações 
previamente conhecidas do corante (0,01 - 50 µg/mL) tiveram suas 
densidades óticas determinadas, e formulou-se uma equação da reta. Os 
valores das concentrações de azul de Evans nas amostras foram 
interpolados com base na reta padrão e expressos em µg/mL. 
 
3.7 Determinação da Atividade da Mieloperoxidase  
 
Neste grupo de experimentos, imediatamente após o sacrifício 
dos animais, uma amostra do lavado pleural de camundongos foi 
coletada e imediatamente processada para a quantificação da atividade 
da enzima mieloperoxidase (MPO) segundo metodologia descrita por 
Rao et al. (1993). Volumes de 20 µL do lavado da cavidade pleural ou 
do padrão (MPO de neutrófilos humanos (0,7 - 140 mU/mL)) foram 
transferidos para as placas de ELISA e a reação bioquímica iniciada 
com a adição de 180 µL de solução (0,167 mg/mL de o-dianisidina 
2HCl e 0,0005% de H2O2). Após 15 min de incubação, à temperatura 
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ambiente, a reação enzimática foi interrompida com a adição de 30 µL 
de azida sódica (1%). A seguir, as placas contendo as amostras foram 
lidas em densidade ótica (450 nm) em leitor de ELISA (Organon-
Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA). Curvas-padrão com atividades 
conhecidas da MPO (0,7 - 140 mU/mL) também tiveram suas 
densidades óticas determinadas, permitindo a quantificação dos valores 
desconhecidos. Os valores da MPO foram expressos em mU/mL, com o 
auxílio da equação da reta. 
 
3.8 Determinação da Atividade da Adenosina-deaminase  
 
Inicialmente amostras padrão com concentrações conhecidas 
(volume final 2,5 mL) de NaH2PO4.H2O (35 mM), Na2HPO4.12H2O (15 
mM) e NH3SO4 (15 mM) foram preparadas com a finalidade de se obter 
uma curva-padrão (10 - 50 UI/L). As amostras do lavado pleural (20 µL) 
foram transferidas para cubetas e a reação enzimática iniciou-se com a 
adição da solução de adenosina fosfato (pH 6,5, 500 µL, composição: 
NaH2PO4.H2O (35 mM), Na2HPO4.12H2O (15 mM) e adenosina (0,5 
mM)). Após período de incubação de 1 h a 37ºC, a reação enzimática foi 
bloqueada pela adição da solução (1000 µL) de fenol (1 mM), 
nitroprussiato de sódio (0,17 mM) e tampão alcalino (1000 µL: NaOCl: 
11 mM e NaOH: 125 mM). Esta solução também foi adicionada as 
cubetas contendo concentrações diferentes das amostras padrão (volume 
final 2500 µL) (GIUSTI e GALANTI, 1984). As absorbâncias das 
amostras foram lidas em 620 nm em leitor de ELISA (Organon-
Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA). A quantificação da atividade 
desconhecida da enzima adenosina-deaminase (ADA) foi expressa em 
U/L, com auxílio da equação da reta. 
 
3.9 Determinação das concentrações de nitrito e nitrato  
 
O óxido nítrico (ON) foi indiretamente quantificado pela 
formação de seus metabólicos nitrato (NO3
-) e nitrito (NO2
-), utilizando-
se a reação de Griess (GREEN et al., 1982). No dia dos experimentos, 
300 µL de cada amostra do lavado pleural foi submetida à 
desproteinização. Para cada amostra, foram adicionados 20 µL de 
solução de sulfato de zinco (20%) e incubadas em banho de gelo por 60 
min. As amostras foram centrifugadas (2.000 x g por 15 min.) e o 
resultado final desta primeira etapa foi a obtenção de um sobrenadante 
límpido. A seguir, 100 µL do sobrenadante foram transferidos para uma 
cubeta e diluídos em solução contendo 200 µL de solução saturada de 
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cloreto de vanádio III (0,8%) (p/v) e ácido clorídrico (HCl) (3%) (p/v) 
(MIRANDA et al., 2001). Nesta mesma cubeta foram adicionados 300 
µL de solução de Griess: sulfanilamida (1%) (p/v), ácido fosfórico (5%) 
(v/v) e N-(1-naftil) etilenodiamina (0,1%) (p/v) e incubado durante 40 
min., à 37o. C. A reação de NO2
- com esse reagente produz uma 
coloração rósea, que foi quantificada por meio da leitura das densidades 
óticas em leitor de ELISA (Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey, 
EUA) em 540 nm. Curvas-padrão com concentrações previamente 
conhecidas de NO2
- (0 -150 µM) também tiveram as densidades óticas 
determinadas, permitindo a quantificação dos valores de nitrito/nitrato, 
em µM, com auxílio da equação da reta. 
 
3.10 Determinação das concentrações das citocinas pró-
inflamatórias (TNF-α, IL-1β, VEGF-α e IL-17A) 
 
Neste grupo de experimentos, imediatamente após o sacrifício 
dos animais, amostras do lavado pleural foram coletadas e processadas 
para a realização da técnica de ELISA fase sólida, método sanduíche. As 
sensibilidades identificadas nos kits foram: TNF-α = 5,0 pg/mL, IL- 1β 
= 1,67 pg/mL, IL-17A = 4,0 pg/mL, e VEGF-α = 10,98 pg/mL. Os 
coeficientes de variação (CV) intra e interensaios observados foram: 
intra CV: TNF-α = 7,8 ± 0,9%, IL-1β = 6,2 ± 0,4%, IL-17A = 7,5 ± 1,7% 
e VEGF-α = 6,0 ± 2,1%; inter CV: TNF-α = 9,6 ± 2,1%, IL-1β = 5,1 ± 
0,6%, IL-17A = 6,2 ± 0,9% e VEGF-α = 5,1 ± 0,7%. Curvas-padrão com 
concentrações conhecidas de cada citocina, TNF-α (5,0 - 2300 pg/mL), 
IL-1β (11,72 - 750 pg/mL), IL-17A (4,0 - 500 pg/mL) e VEGF-α (62,5 - 
4000 pg/mL) também tiveram suas densidades óticas determinadas, 
permitindo a quantificação dos valores desconhecidos com o auxílio da 
equação da reta. As leituras da absorbância de todas as citocinas e suas 
respectivas curvas-padrão foram realizadas em leitor de ELISA 
(Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA). Os valores foram 
expressos em pg/mL. 
 
3.11 Determinação da transcrição do mRNA para as citocinas pró-
inflamatórias: TNF-α, IL-1β, VEGF-α, IL-17A e para enzima ONSi  
 
3.11.1 Extração e quantificação do RNA  
 
O RNA total foi extraído de amostras dos pulmões dos 
camundongos, utilizando-se o Trizol®, basicamente constituído de uma 
  
35
mistura dos solventes orgânicos fenol e clorofórmio e do detergente 
inibidor de nucleases isotiocianato de guanidina.  
Inicialmente em um tubo tipo eppendorf com capacidade para 2 
mL, foi adicionado 1 mL de Trizol®, e em seguida 200 mg do tecido 
pulmonar foi mergulhado e imediatamente picotado com auxílio de 
aparato cirúrgico livre de RNAses. O material foi homogenizado com 
auxílio de vórtex por 30 seg. Após 5 min. de incubação à temperatura 
ambiente (25ºC), foi adicionado 0,2 mL de clorofórmio, e o material 
homogenizado e incubado por mais 3 min. à temperatura ambiente 
(25ºC). Após a centrifugação do material a 12.000 x g (4ºC) por 15 min., 
a fase superior (aquosa) foi transferida para outro tubo tipo eppendorf 
onde adicionou-se 0,5 mL de isopropanol. Novamente, seguiu-se uma 
incubação por 10 min. à temperatura ambiente (25o.C). Terminada esta 
etapa, o material foi novamente centrifugado por 10 min. a 12.000 x g 
(4ºC), e o RNA total presente no sedimento foi recuperado. 
Para tanto, o sobrenadante foi desprezado e lavado com 1 mL 
de etanol (70 %, v/v). Finalmente, procedeu-se uma última 
centrifugação a 7.500 x g (4ºC) por 5 min., e novamente o descarte do 
sobrenadante com posterior secagem do material em estufa (40ºC) por 
10 min. A seguir, foi adicionado 100 µL de água livre de RNAses 
(0,01% DEPC – v/v). 
Ao final do processo de extração, a determinação da 
concentração e da pureza do RNA, foram checadas por leitura 
espectrofotômetrica a 260 nm e pela razão da absorbância 260/280 nm, 
respectivamente. 
 
3.11.2 Reação de transcrição reversa (RT)  
 
As amostras do RNA total foram tratadas com DNAse I® para 
eliminar a contaminação com DNA genômico, segundo instruções do 
fabricante (Invitrogen®, Carlsbad, Califórnia, EUA). Em seguida, 500 
ng de cada amostra foi transferida, para microtubos com capacidade 
para 200 µL onde adicionou-se 50 µM de oligonucleotídeo (Oligo dT 
12-18)®, 10 mM de dNTPs e 6 µL de água DEPC (0,01%), que após 
rápida homogenização, foram incubadas por 5 min. a 65ºC e 
acondicionados em banho de gelo por 2 min. 
No próximo passo, seguiu-se a adição de 4 µL de solução 
tampão (First Strand Buffer 5x), 1µL de DTT (0.1 M), 1µL de enzima 
inibidora de RNAses (Ribolock®  20U) e 1µL da enzima Superscript III® 
(200 U) totalizando 20 µL de volume final. Esta solução, foi misturada e 
incubada por 1 h a 60ºC. Terminada a incubação, os microtubos 
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contendo agora o DNA complementar (cDNA), foram incubados a 70ºC 
por 15 min com a finalidade de inativar as enzimas adicionadas 
anteriormente. Finalmente, os microtubos foram armazenados em 
freezer (-20ºC) até o momento da realização das reações de PCR.      
 
3.11.3 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 
 
As reações de PCR foram realizadas utilizando-se 10 µl de 
cDNA (reação de transcrição reversa) em um volume final de 50 µl de 
reação, a qual continha 1 µM de cada oligonucleotídeo: sense e anti-
sense correspondentes a cada gene estudado (Tabela 1), 0,2 mM de 
dNTPs, 2,5 U de Taq DNA polimerase, 2 mM de MgCl2 e 5 µl de 
tampão (10x PCR Buffer livre de Mg++). A reação de PCR foi realizada 
em quatro etapas: 1) Incubação a 95ºC durante 5 min.; 2) 30 a 38 ciclos 
de amplificação (45 seg. a 95ºC, 45 seg. na temperatura específica de 
cada oligonucleotídeos e 45 seg. a 72ºC) (Tabela 1); 3) 7 min. de 
incubação a 72ºC e 4) incubação à 4ºC por tempo indeterminado. A 
sequência dos iniciadores específicos para cada gene foi definida com 
base no programa Primer 3 (versão 0.4.0), com a finalidade de 
amplificar uma região gênica única (Tabela 1).  
Como controle positivo de amplificação gênica, foram 
utilizados iniciadores que amplificam o gene da β-actina de expressão 
constitutiva. Para excluir a possibilidade de contaminação, foram 
realizados controles negativos contendo água como amostra.  
Após terminadas as reações de PCR, 9 µl de cada amostra 
correspondente aos grupos estudados foram misturados a 1 µL de 
tampão de corrida (Gel loading buffer 10 x) e submetidas à eletroforese 
em gel de agarose 1,0% (p/v) adicionado de 1% de brometo de etídeo 
(v/v).  
A leitura do gel foi realizada com auxílio de aparelho 
transiluminador Photo-Capt System® (Vilber-Lourmat, EUA), 
utilizando-se como software o Photo-Capt image versão 12.4 para o 
Windows®. 
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3.12 Determinação da atividade da enzima catalase  
 
 A determinação da atividade da enzima catalase, foi realizada 
utilizando-se o sangue total dos camundongos, segundo metodologia 
descrita por AEBI (1984). Esta reação baseia-se na velocidade de 
degradação do peróxido de hidrogênio (dissolvido em PBS: mmol: NaCl 
137, KCl e tampão fosfato 10) na presença da enzima CAT presente no 
sangue. A atividade da CAT foi determinada pela mudança nas 
absorbâncias a cada 30 seg., durante 3 min. a 240 nm utilizando-se 
espectofotômetro UV/visível (CGB-916, GCB Scientific Equipment, 
Dadenong, Austrália). Todas as amostras foram analisadas em 
duplicatas e os valores expressos em mmol de CAT/min/mL.  
 
3.13 Determinação da atividade da enzima superóxido dismutase  
 
A atividade da SOD no sangue total foi determinada de acordo 
com a metodologia descrita por Mirsa e Fridovich (1972) modificado 
por Boveris e colaboradores (1983). Esta reação baseia-se na oxidação 
da adrenalina, por mudança de pH 2,0 para pH 10,0, que gera o ânion 
superóxido a partir do sistema xantina/xantina oxidase e produz um 
cromóforo róseo, o adrenocromo. Quando a amostra de sangue foi 
colocada na cubeta, a enzima (SOD) presente nesta alíquota diminuiu 
sua formação. Em uma cubeta contendo 1,95 mL de glicina (50 mM, pH 
10,2), foram adicionados 50 µL de adrenalina (60 mM, mantida em pH 
2,0 com gelo). A velocidade inicial de formação do adenocromo foi 
monitorada durante 100 seg. a partir do início da reação, com acréscimo 
de absorbância a cada intervalo de 15 seg. em torno de 0,013-0,015 
unidades, para então adicionar a alíquota da amostra (20 µL). O tempo 
total de monitoramento da reação foi de 3 min. Curvas com 5 pontos 
permitiram avaliar indiretamente a atividade enzimática da SOD. Os 
valores da SOD (U SOD/mL) foram expressos em termos de atividade 
da enzima, sendo que uma unidade arbitrária de SOD é definida como a 
quantidade de SOD necessária para diminuir à metade a velocidade de 
formação do adrenocromo (MISRA e FRIDOVICH, 1972). As amostras 
foram tratadas com uma mistura de clorofórmio:etanol (3:5 v:v), para se 
retirar a hemoglobina presente nos lisados e impedir a geração e 
interferência do ânion superóxido artefatual no ensaio (MISRA e 
FRIDOVICH, 1972).  
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3.14 Determinação da atividade da glutationa peroxidase  
 
Para a determinação da atividade da GPx no sangue total, foi 
utilizado o método descrito por Flohé e Gunzler (1984). Este método 
baseia-se em dismutar o tBuOOH (tert-butilhidroperóxido) pela 
oxidação da GSH (glutationa reduzida) e formação de GSSG 
(Glutationa oxidada). Esta oxidação é catalizada pela GPx, resultando 
em decréscimo de absorbância, verificada a 340 nm, com auxílio de 
espectofotômetro UV/visível (CGB-916, GCB Scientific Equipment, 
Dadenong, Austrália). Todas as amostras foram analisadas em 
duplicatas e os valores foram expressos em µmol GPx/min/ mL. Neste 
protocolo, foi adicionado KCN (50 mM) para evitar a avaliação da 
atividade da enzima decorrente da oxidação da hemoglobina presente 
nos lisados (FLOHÉ e GUNZLER, 1984).  
 
3.15 Determinação da atividade da glutationa S-transferase  
 
A atividade da GST foi determinada no sangue total dos 
camundongos, segundo metodologia descrita por Habig e colaboradores 
(1976). Esta técnica tem como princípio o uso de 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB), como substrato, para que a enzima GST, 
presente na amostra, juntamente com a GSH, promove a conjugação 
CDNB-GSH. Esta reação foi monitorada a 340 nm por 60 seg. em 
espectofotômetro UV/visível (CGB-916, GCB Scientific Equipment, 
Dadenong, Austrália). As análises foram realizadas em duplicata e os 
valores expressos em µmol GST/min/mL. Os hemolisados muito 
concentrados foram diluídos para evitar densidades ópticas elevadas, o 
que poderia interferir na avaliação da cinética enzimática (HABIG et al., 
1976). 
 
3.16 Determinação das concentrações das substâncias reativas ao 
ácido tiubarbitúrico  
 
A avaliação da peroxidação lipídica endógena foi realizada 
nas amostras do lavado pleural, pela detecção dos derivados de seus 
produtos de oxidação, e de substâncias que reagem com o ácido 
tiobarbitúrico (TBARS) (BIRD e DRAPER, 1984). Neste protocolo, os 
produtos da peroxidação lipídica reagem com o ácido tiubarbiturico e 
produzem uma base de Schiff de coloração rosa que foi medida 
espectrofotometricamente a 535 nm UV/visível (CGB-916, GCB 
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Scientific Equipment, Dadenong, Austrália). As concentrações de 
TBARS foram expressas em mmol TBARS/mL.  
 
3.17 Protocolo Experimental 
 
Para investigar o efeito do Micofenolato de mofetila sobre os 
parâmetros inflamatórios, realizaram-se curvas dose e tempo-resposta.  
No estudo da curva dose-resposta, diferentes grupos de animais 
foram tratados com diferentes doses do MMF (1 - 200 mg/kg, v.o.) e o 
processo inflamatório foi analisado 4 h e 48 h após a administração da 
carragenina.  
No estudo da curva tempo-resposta, após escolha da menor dose 
capaz de reduzir significantemente a migração de leucócitos e a 
exsudação para a cavidade pleural, os animais foram tratados 
previamente e com uma única dose de MMF, em diferentes períodos de 
tempo (0,5 - 8 h) e a inflamação foi novamente analisada 4 h e 48 h após 
a administração da carragenina.  
Para avaliar o efeito do micofenolato de mofetila sobre a 
exsudação, os animais foram tratados com solução corante Azul de 
Evans (25 mg/kg, i.v) até 1 hora antes da administração do agente 
flogístico carragenina. 
Após a escolha da melhor dose e tempo de tratamento prévio, 
pelo qual o MMF inibiu a migração de leucócitos e a exsudação, 
estudou-se o efeito deste fármaco sobre a atividade da MPO e da ADA, 
sobre as concentrações dos metabólitos de nitrito e nitrato (NOx), das 
substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), TNF-α, IL-1β, IL-
17A e VEGF-α no lavado pleural. Além disso, avaliou-se a atividade do 
MMF sobre a atividade das enzimas CAT, SOD, GPx, GST, no sangue 
total, e sobre a transcrição do mRNA para as citocinas pró-inflamatórias 
(TNF-α, IL-1β, VEGF-α e IL-17A) e para a enzima ONSi, nos pulmões. 
O efeito do MMF sobre estes parâmetros também foi observado 4 h e 48 
h após a indução da pleurisia. 
Para todos os parâmetros inflamatórios, foram estudados 
paralelamente grupos de animais tratados com: 1) somente com solução 
salina estéril (NaCl 0,9%) (grupo-controle negativo), 2) somente com 
carragenina 1% (grupo-controle positivo), 3) dexametasona (0,5 mg/Kg, 
i.p.) + Cg e 4) ibuprofeno (30 mg/Kg, v.o.) + Cg. Estes últimos grupos 
foram utilizados para compararmos o efeito do MMF com fármacos 
anti-inflamatórios. 
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3.13 Fármacos e Reagentes 
 
Neste estudo foram utilizados os seguintes fármacos e 
reagentes: Micofenolato de mofetila (Cell-Cept®, Roche, Milão, Itália), 
Dexametasona (Prodome Química e Farmacêutica Ltda., Campinas, SP, 
Brasil), ácido 2-tiobarbitúrico, ácido tartárico (sal potássico), azida 
sódica, Carragenina-λ (grau IV), citocromo-c, CDNB (1-cloro-2, 4-
dinitrobenzeno), cloreto de vanádio III, DTPA (ácido 
dietilenotriaminopentacético), dodecil sulfato de sódio, etanol, 
glutationa redutase, L-glutationa reduzida, hidróxido de sódio, 
Ibuprofeno, Indometacina, mieloperoxidase de neutrófilos humanos, 
NADPH (β-nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido), o-
dianisidina 2HCl (3,3’dimetoxibenzidina), sultato de cobre 
(pentahidratado), sulfanilamida, tert-butil hidroperóxido (t-BuOOH), 
xantina, xantina oxidase (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), 
peróxido de hidrogênio (H2O2 30 %) (Biotech, São Paulo, SP, Brasil), 
heparina (Liquemine®, Roche, São Paulo, SP, Brasil), fosfato de sódio, 
sulfato de zinco (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) (Reagen, Rio de 
Janeiro, RJ, Brasil), Líquido de Türk, corante de May-Grünwald 
(Newprov, São José dos Pinhais, PR, Brasil), corante de Giemsa 
(Laborclin, São José dos Pinhais, PR, Brasil), azul de Evans (Acros-
Organics, Nova Jersey, EUA); dihidrocloreto de N-(1-naftil)-
etilenodiamina (Merck, Darmstadt, Bundesland, Alemanha). Kits de 
enzimaimunoensaio (ELISA) para quantificação de TNF-α de 
camundongos (BD - Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, EUA), 
IL-1β de camundongos, VEGF-α de camundongos (IBL: 
Immunobiological laboratories Co. Ltd., Fujioka, Gunma, Japão), e IL-
17A de camundongos (eBioscience Inc., São Diego, CA, EUA), 
iniciadores para reação de cadeia da polimerase (PCR), brometo de 
etídio, Trizol®, Superscript III®, Oligo-dT (12-18)®, dNTPs e DNAse 
grade I® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), RevertAid® H Minus First 
Strand cDNA Synthesis Kit e Ribolock® (Fermentas, Burlington, 
Canadá), agarose grau PCR (BioAmerica Inc., Miami, FL, EUA). 
Outros sais e reagentes, de grau de pureza analítica, foram obtidos de 
diferentes fontes comerciais. 
 
3.14 Análise Estatística 
 
Os resultados dos parâmetros inflamatórios e do estresse 
oxidativo estudados, incluindo migração celular, exsudação, atividade 
das enzimas: MPO, ADA, CAT, SOD, GPx, GST e concentrações de 
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nitrito e nitrato (NOx), TBARS,  TNF-α, IL-1β, VEGF-α, IL-17A, e a 
transcrição do mRNA para as mesmas citocinas, foram expressos como 
média ± erro padrão da média (e.p.m.). Os resultados foram analisados 
utilizando o programa de estatística GraphPad Prism® versão 3.00 (San 
Diego, Califórnia, EUA). Diferenças estatísticas dos parâmetros 
analisados entre os grupos controle e os grupos tratados com o fármaco 
MMF ou os de referência (Dexa ou Ibu), foram realizados por meio do 
teste de variância ANOVA (teste paramétrico bicaudal de duas vias), 
complementado pelos testes pos-hoc de Dunnett. Quando necessário, 
utilizou-se o teste t de Student (não-pareado) e o teste de correlação de 
Pearson. Para todas as análises estatísticas, valores de P menores que 
0,05 foram considerados indicativos de diferenças significativas. 
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4 RESULTADOS 
 
4.1 Análise do efeito anti-inflamatório do micofenolato de mofetila 
 
4.1.1 Efeito do micofenolato de mofetila sobre a contagem total e 
diferencial de leucócitos e exsudação 
 
Na pleurisia induzida pela Cg 4 h, o MMF nas doses de 100 e 200 
mg/kg, v.o., administrado 0,5 h antes da Cg, inibiu a migração de 
leucócitos para a cavidade pleural (% de inibição: 100 mg/kg: 51,7 ± 
3,4% e 200 mg/kg: 52,6 ± 11,1%) (P < 0,01) (Fig. 3A). Esta inibição 
ocorreu às custas da inibição do influxo de leucócitos do tipo 
polimorfonucleares (% de inibição: 100 mg/kg: 60,9 ± 3,3% e 200 mg/kg: 
63,4 ± 8,5%) (P < 0,01) (Fig. 3B).  
Além disso, o MMF nestas mesmas doses 100 e 200 mg/kg, foi 
capaz de inibir significativamente a exsudação (% de inibição: 100 mg/kg: 
25,7 ± 2,7% e 200 mg/kg: 24,7 ± 2,5%) (P < 0,01) (Fig. 3C).  
No estudo da curva tempo-resposta (0,5 h a 8 h), observou-se que o 
MMF somente foi efetivo em inibir os leucócitos e a exsudação quando 
foi administrado no período de tratamento prévio de 0,5 h (P < 0,01) 
(Resultados não demonstrados). 
Na segunda fase (48 h) da pleurisia o MMF administrado 0,5 h 
antes da indução da inflamação induzida pela carragenina nas doses de 
100 e 200 mg/kg, v.o., inibiu significativamente a migração leucocitária 
(% de inibição: 100 mg/kg: 59,8 ± 5,8% e 200 mg/kg: 63,0 ± 7,8%) (P < 
0,01) (Fig. 4A). Esta inibição ocorreu às custas da inibição de 
mononucleares (% de inibição: 100 mg/kg: 76,1 ± 3,1% e 200 mg/kg: 
75,7 ± 5,6%) (P < 0,01) (Fig. 4B). Nestas mesmas condições 
experimentais este fármaco também inibiu a exsudação (% de inibição: 
100 mg/kg: 51,6 ± 11,7% e 200 mg/kg: 46,0 ± 3,5) (P < 0,01) (Fig. 4C).  
No estudo da curva tempo resposta, o MMF na dose de 100 mg/kg, 
v.o., foi capaz de inibir estes mesmos parâmetros inflamatórios, somente 
quando administrado no período de tratamento prévio de 0,5 h antes da 
Cg 48 h (P < 0,01) (Resultados não demonstrados). 
Os fármacos de referência dexametasona e o ibuprofeno inibiram 
significantemente todos os parâmetros inflamatórios analisados, em 
ambas as fases da pleurisia (4 h e 48 h) (P < 0,01) (Figs. 3 e 4).  
A partir do estudo das curvas dose e tempo-resposta na primeira 
(4 h) e na segunda (48 h) fases da resposta inflamatória induzida pela 
Cg, escolheu-se a dose de MMF na dose de 100 mg/kg, v.o., 
administrado 0,5 h antes da Cg, para o estudo dos demais parâmetros 
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inflamatórios (atividade das enzimas MPO, ADA, CAT, SOD, GPx e 
GST, as concentrações de ONx e TBARS e a transcrição do mRNA do: 
TNF-α, IL-1β, VEGF-α, IL-17A e ONSi). 
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Figura 3: Efeito do Micofenolato de mofetila (MMF) (1 - 200 mg/kg, v.o.) 
administrado 0,5 h antes da indução por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h, em 
camundongos. Efeito do MMF sobre: A) Leucócitos, B) Polimorfonucleares e C) 
Exsudação. S = animais tratados somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = 
animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Dex = animais tratados 
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados 
previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.o.). As colunas verticais representam a 
média ± e.p.m. (*P < 0,05 e **P < 0,01 em relação ao grupo controle positivo 
(carragenina), e os demais grupos estudados. . #P < 0,05 e ##P < 0,01 diferenças 
estatísticas entre o grupo negativo (salina) e os demais grupos estudados. (N = 5 
animais). 
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Figura 4: Efeito do Micofenolato de mofetila (MMF) (1 - 200 mg/kg, v.o.) 
administrado 0,5 h antes da indução por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h, em 
camundongos. Efeito do MMF sobre: A) Leucócitos, B) Mononucleares e C) 
Exsudação. S = animais tratados somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = 
animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Dex = animais tratados 
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados 
previamente As colunas verticais representam a média ± e.p.m. (*P < 0,05 e **P < 
0,01 em relação ao grupo controle positivo (carragenina), e os demais grupos 
estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01 diferenças estatísticas entre o grupo negativo 
(salina) e os demais grupos estudados. (N = 5 animais). 
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4.1.2 Efeito do MMF sobre a atividade da enzima mieloperoxidase  
 
 O MMF na dose de 100 mg/kg, v.o. administrado 0,5 h antes da 
indução da pleurisia inibiu significativamente a atividade da MPO, na 
pleurisia 4 h e 48 h (% de inibição: 4 h: 59,3 ± 12,2% e 48 h: 32,2 ± 
10,4%) (P < 0,01) (Fig. 5A e B). 
A dexametasona e o ibuprofeno também reduziram 
significativamente a atividade da enzima MPO em ambas as fases da 
pleurisia (P < 0,05) (Fig. 5A e B).  
  
4.1.3 Efeito do MMF sobre a atividade da enzima adenosina-
deaminase  
 
O MMF (100 mg/kg, v.o.) inibiu também a atividade da ADA 
(% de inibição: 4 h: 52,1 ± 4,6% e % de inibição: 48 h: 74,1 ± 6,1%) (P 
< 0,01) (Fig. 6A e B). 
A dexametasona e o ibuprofeno reduziram significativamente, a 
atividade da ADA em ambas as fases da inflamação induzida pela 
carragenina (P < 0,05) (Fig. 6A e B).  
 
4.1.4 Efeito do MMF sobre as concentrações de nitrito e nitrato  
 
 O MMF (100 mg/kg, v.o.) inibiu as concentrações de 
nitrito/nitrato (NOx) nas duas fases (4 h e 48 h) da pleurisia induzida 
pela carragenina (% de inibição: 4 h: 45,4 ± 5,5% e 48 h: 50,7 ± 3,2%) 
(P < 0,01) (Fig. 7A e B). 
A dexametasona e o ibuprofeno também inibiram significativamente 
este mesmo mediador inflamatório (P < 0,01) (Fig. 7A e B). 
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Figura 5: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre a atividade da enzima 
mieloperoxidase (MPO). A) Efeito do MMF (100 mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h 
antes da indução da inflamação por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h. B) Efeito 
do MMF (100 mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da indução da inflamação por 
carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais tratados somente com salina 
estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), 
Dex = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = 
animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.o.). As colunas verticais 
representam a média ± e.p.m. (*P < 0,05 e **P < 0,01 em relação ao grupo controle 
positivo (carragenina), e os demais grupos estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01 
diferenças estatísticas entre o grupo negativo (salina) e os demais grupos estudados. 
(N = 5 animais). 
  
49
S Cg (4 h) Dex Ibu MMF
0
2
4
6
8
10
**
##
A
A
D
A
 (
m
U
/m
L
)
**
## **
##
##
**
 
 
 
S Cg (48 h) Dex Ibu MMF
0
2
4
6
8
10
B
##
**
**
 #
**A
D
A
 (
m
U
/m
L
)
 *
##
 
 
Figura 6: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre a atividade da enzima 
adenosina-deaminase (ADA). A) Efeito do MMF (100 mg/kg, v.o.) administrado 0,5 
h antes da indução da inflamação por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h. B) 
Efeito do MMF (100 mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da indução da 
inflamação por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais tratados 
somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente com 
carragenina (1%/cav.), Dex = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 
mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.o.). 
As colunas verticais representam a média ± e.p.m. (*P < 0,05 e **P < 0,01 em 
relação ao grupo controle positivo (carragenina), e os demais grupos estudados. #P < 
0,05 e ##P < 0,01 diferenças estatísticas entre o grupo negativo (salina) e os demais 
grupos estudados. (N = 5 animais). 
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Figura 7: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre concentrações de nitrito 
e nitrato (NOx). A) Efeito do MMF (100 mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da 
indução da inflamação por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h. B) Efeito do 
MMF (100 mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da indução da inflamação por 
carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais tratados somente com salina 
estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), 
Dex = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = 
animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.o.). As colunas verticais 
representam a média ± e.p.m. (*P < 0,05 e **P < 0,01 em relação ao grupo controle 
positivo (carragenina), e os demais grupos estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01 
diferenças estatísticas entre o grupo negativo (salina) e os demais grupos estudados. 
(N = 5 animais). 
## 
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4.1.5 Efeito do MMF sobre as concentrações das citocinas pró-
inflamatórias: TNF-α, IL-1β, VEGF-α e IL-17A 
 
O tratamento dos animais com o MMF (100 mg/kg, v.o.) 
reduziu significantemente as concentrações de TNF-α, IL-1β, VEGF-α e 
IL-17A nas duas fases da resposta inflamatória induzida pela 
carragenina em camundongos. (% de inibição: TNF-α 4 h: 51,1 ± 9,3% e 
48 h: 77,4 ± 5,1% (P < 0,01), IL-1β 4 h: 39,6 ± 3,8% e 48 h: 63,9 ± 
8,3% (P < 0,01), VEGF-α 4 h: 29,4 ± 2,2% e 48 h: 51,1 ± 7,3% (P < 
0,01) e da IL-17A 4 h: 42,8 ± 1,7% e 48 h: 32,1 ± 10,9%) (P < 0,01) 
(Fig. 8, 9, 10 e 11). Os fármacos de referência dexametasona e o 
ibuprofeno também inibiram significantemente as concentrações destas 
mesmas citocinas (P < 0,01) (Fig. 8, 9, 10 e 11). 
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Figura 8: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre as concentrações da 
citocina fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α). A) Efeito do MMF (100 mg/kg, v.o.) 
administrado 0,5 h antes da indução da inflamação por carragenina (1%/cav.) na 
pleurisia 4 h. B) Efeito da MMF (100 mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da 
indução da inflamação por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais 
tratados somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente 
com carragenina (1%/cav.), Dex = animais tratados previamente com dexametasona 
(0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, 
v.o.). As colunas verticais representam a média ± e.p.m. (*P < 0,05 e **P < 0,01 em 
relação ao grupo controle positivo (carragenina), e os demais grupos estudados. #P < 
0,05 e ##P < 0,01 diferenças estatísticas entre o grupo negativo (salina) e os demais 
grupos estudados. (N = 5 animais). 
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Figura 9: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre as concentrações da 
citocina interleucina-1 beta (IL-1β). A) Efeito do MMF (100 mg/kg, v.o.) 
administrado 0,5 h antes da indução da inflamação por carragenina (1%/cav.) na 
pleurisia 4 h. B) Efeito da MMF (100 mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da 
indução da inflamação por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais 
tratados somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente 
com carragenina (1%/cav.), Dex = animais tratados previamente com dexametasona 
(0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, 
v.o.). As colunas verticais representam a média ± e.p.m. (*P < 0,05 e **P < 0,01 em 
relação ao grupo controle positivo (carragenina), e os demais grupos estudados. #P < 
0,05 e ##P < 0,01 diferenças estatísticas entre o grupo negativo (salina) e os demais 
grupos estudados. (N = 5 animais). 
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Figura 10: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre as concentrações da 
citocina fator de crescimento endotelial vascular (VEGF-α). A) Efeito do MMF (100 
mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da indução da inflamação por carragenina 
(1%/cav.) na pleurisia 4 h. B) Efeito da MMF (100 mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h 
antes da indução da inflamação por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = 
animais tratados somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados 
somente com carragenina (1%/cav.), Dex = animais tratados previamente com 
dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados previamente com ibuprofeno 
(30 mg/kg, v.o.). As colunas verticais representam a média ± e.p.m. (*P < 0,05 e 
**P < 0,01 em relação ao grupo controle positivo (carragenina), e os demais grupos 
estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01 diferenças estatísticas entre o grupo negativo 
(salina) e os demais grupos estudados. (N = 5 animais). 
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Figura 11: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre as concentrações da 
citocina interleucina 17A (IL-17A). A) Efeito do MMF (100 mg/kg, v.o.) 
administrado 0,5 h antes da indução da inflamação por carragenina (1%/cav.) na 
pleurisia 4 h. B) Efeito da MMF (100 mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da 
indução da inflamação por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais 
tratados somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados 
somente com carragenina (1%/cav.), Dex = animais tratados previamente com 
dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados previamente com 
ibuprofeno (30 mg/kg, v.o.). As colunas verticais representam a média ± e.p.m. 
(*P < 0,05 e **P < 0,01 em relação ao grupo controle positivo (carragenina), e os 
demais grupos estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01 diferenças estatísticas entre o 
grupo negativo (salina) e os demais grupos estudados. (N = 5 animais). 
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4.1.6 Efeito do micofenolato de mofetila sobre a transcrição do 
mRNA das citocinas pró-inflamatórias: TNF-α, IL-1β, VEGF-α e 
IL-17A 
 
 Em ambas as fases (4 h e 48 h) do processo inflamatório induzido 
pela carragenina, o MMF (100 mg/kg) reduziu de forma significativa a 
transcrição do mRNA (% de inibição) do TNF-α 4 h: 63,0 ± 1,6% e 48 h: 
39,6 ± 3,7% (P < 0,01) (Fig. 12A e B), da IL-1β 4 h: 53,8 ± 1,6% e 48 h: 
62,7 ± 1,8% (P < 0,01) (Fig. 13A e B), do VEGF-α 4 h: 40,3 ± 2,6%  e 48 
h: 56,8 ± 3,2% (P < 0,01) (Fig. 14A e B) e da IL-17A 4 h: 58,4 ± 4,0% e 
48 h: 46,5 ± 4,8% (P < 0,01) (Fig. 15A e B). O tratamento prévio com os 
fármacos de referência (Dex e Ibu), também causaram redução na 
transcrição do mRNA de todas as citocinas analisadas em ambas as fases 
da pleurisia (4 h e 48 h) (P < 0,05) (Fig. 12, 13, 14 e 15). 
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Figura 12: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre a transcrição do mRNA para a citocina TNF-α. A) Efeito do MMF (100 
mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da indução da inflamação por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h. B) Efeito do MMF (100 
mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da indução da inflamação por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais tratados 
somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Dex = animais tratados 
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.o.). As colunas 
verticais representam a média ± e.p.m. (*P < 0,05 e **P < 0,01 diferenças estatísticas entre o grupo controle positivo (carragenina) e os 
demais grupos estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01 diferenças estatísticas entre o grupo negativo (salina) e os demais grupos estudados). (N 
= 5 animais). Inset, representa a visualização dos produtos de amplificação para o mRNA do TNF-α (RT-PCT) em gel de agarose 
corados com brometo de etídeo. 
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Figura 13: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre a transcrição do mRNA para a citocina IL-1β. A) Efeito do MMF (100 
mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da indução da inflamação por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h. B) Efeito do MMF (100 
mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da indução da inflamação por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais tratados 
somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Dex = animais tratados 
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.o.). As colunas 
verticais representam a média ± e.p.m. (*P < 0,05 e **P < 0,01 diferenças estatísticas entre o grupo controle positivo (carragenina) e os 
demais grupos estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01 diferenças estatísticas entre o grupo negativo (salina) e os demais grupos estudados). (N 
= 5 animais). Inset, representa a visualização dos produtos de amplificação para o mRNA do IL-1β (RT-PCT) em gel de agarose corados 
com brometo de etídeo. 
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Figura 14: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre a transcrição do mRNA para a citocina VEGF-α. A) Efeito do MMF (100 
mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da indução da inflamação por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h. B) Efeito do MMF (100 
mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da indução da inflamação por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais tratados 
somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Dex = animais tratados 
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.o.). As colunas 
verticais representam a média ± e.p.m. (*P < 0,05 e **P < 0,01 diferenças estatísticas entre o grupo controle positivo (carragenina) e os 
demais grupos estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01 diferenças estatísticas entre o grupo negativo (salina) e os demais grupos estudados). (N 
= 5 animais). Inset, representa a visualização dos produtos de amplificação para o mRNA do VEGF-α (RT-PCT) em gel de agarose 
corados com brometo de etídeo. 
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Figura 15: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre a transcrição do mRNA para a citocina IL-17A. A) Efeito do MMF (100 
mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da indução da inflamação por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h. B) Efeito do MMF (100 
mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da indução da inflamação por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais tratados 
somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Dex = animais tratados 
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.o.). As colunas 
verticais representam a média ± e.p.m. (*P < 0,05 e **P < 0,01 diferenças estatísticas entre o grupo controle positivo (carragenina) e os 
demais grupos estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01 diferenças estatísticas entre o grupo negativo (salina) e os demais grupos estudados). (N 
= 5 animais). Inset, representa a visualização dos produtos de amplificação para o mRNA da IL-17A (RT-PCT) em gel de agarose 
corados com brometo de etídeo. 
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4.1.7 Efeito do micofenolato de mofetila sobre a transcrição do mRNA 
para a enzima óxido nítrico sintase induzida 
 
 Em ambas as fases (4 h e 48 h) do processo inflamatório induzido 
pela carragenina, o MMF (100 mg/kg) significantemente reduziu a 
transcrição do mRNA da enzima ONSi (% de inibição 4 h: 50,7 ± 1,9% e 
48 h: 53,6 ± 3,1% (P < 0,01) (Fig. 16A e B). 
O tratamento prévio com os fármacos de referência (Dex e Ibu), 
também reduziram a transcrição do mRNA para a enzima ONSi em 
ambas as fases da pleurisia (4 h e 48 h) (P < 0,01) (Fig. 16A e B). 
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Figura 16: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre a transcrição do mRNA para a enzima ONSi. A) Efeito do MMF (100 
mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da indução da inflamação por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h. B) Efeito da MMF (100 
mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da indução da inflamação por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais tratados 
somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Dex = animais tratados 
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.o.). As colunas 
verticais representam a média ± e.p.m. (*P < 0,05 e **P < 0,01 diferenças estatísticas entre o grupo controle positivo (carragenina) e os 
demais grupos estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01 diferenças estatísticas entre o grupo negativo (salina) e os demais grupos estudados). (N 
= 5 animais). Inset, representa a visualização dos produtos de amplificação para o mRNA do ONSi (RT-PCT) em gel de agarose corados 
com brometo de etídeo. 
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4.2 Análise do efeito antioxidante do micofenolato de mofetila 
 
4.2.1 Efeito do micofenolato de mofetila sobre a atividade das 
enzimas antioxidantes: Catalase, Superoxido-dismutase, Glutationa 
peroxidase e Glutationa S-transferase  
 
O MMF, reduziu significantemente a atividade das CAT, SOD, 
GPx e GST em ambas as fases da pleurisia (4 h e 48 h). (% de inibição: 
CAT 4 h: 13,2 ± 1,9% e 48 h: 18,4 ± 5,5%, SOD 4 h: 16,0 ± 3,4% e 48 h: 
18,5 ± 4,8%, GPx 4 h: 32,1 ± 6,8% e 48 h: 35,1 ± 0,3% e GST 4 h: 53,7 ± 
3,1% e 48 h: 30,2 ± 4,6%) (P < 0,05) (Figs. 17A, 18A, 19A e 20A).  
Tanto a Dex quanto o Ibu, também inibiram todas estas enzimas 
em ambas as fases da pleurisia (4 h e 48 h) (P < 0,05) (Figs. 17A, 18A, 
19A e 20A). 
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Figura 17: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre a atividade da enzima 
Catalase (CAT). A) Efeito do MMF (100 mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da 
indução da inflamação por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h. B) Efeito da MMF 
(100 mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da indução da inflamação por carragenina 
(1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais tratados somente com salina estéril (NaCl 
0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Dex = animais 
tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados 
previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.o.). As colunas verticais representam a 
média ± e.p.m. (*P < 0,05 e **P < 0,01 em relação ao grupo controle positivo 
(carragenina), e os demais grupos estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01 diferenças 
estatísticas entre o grupo negativo (salina) e os demais grupos estudados. (N = 5 
animais). 
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Figura 18: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre a atividade da enzima 
Superóxido-dismutase (SOD). A) Efeito do MMF (100 mg/kg, v.o.) administrado 0,5 
h antes da indução da inflamação por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h. B) Efeito 
da MMF (100 mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da indução da inflamação por 
carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais tratados somente com salina 
estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), 
Dex = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = 
animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.o.). As colunas verticais 
representam a média ± e.p.m. (*P < 0,05 e **P < 0,01 em relação ao grupo controle 
positivo (carragenina), e os demais grupos estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01 
diferenças estatísticas entre o grupo negativo (salina) e os demais grupos estudados. 
(N = 5 animais). 
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Figura 19: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre a atividade da enzima 
Glutationa peroxidase (GPx). A) Efeito do MMF (100 mg/kg, v.o.) administrado 0,5 
h antes da indução da inflamação por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h. B) 
Efeito da MMF (100 mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da indução da inflamação 
por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais tratados somente com 
salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina 
(1%/cav.), Dex = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), 
Ibu = animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.o As colunas 
verticais representam a média ± e.p.m. (*P < 0,05 e **P < 0,01 em relação ao grupo 
controle positivo (carragenina), e os demais grupos estudados. #P < 0,05 e ##P < 
0,01 diferenças estatísticas entre o grupo negativo (salina) e os demais grupos 
estudados. (N = 5 animais). 
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Figura 20: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre a atividade da enzima 
Glutationa S-transferase (GST). A) Efeito do MMF (100 mg/kg, v.o.) administrado 
0,5 h antes da indução da inflamação por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 4 h. B) 
Efeito da MMF (100 mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da indução da inflamação 
por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = animais tratados somente com 
salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina 
(1%/cav.), Dex = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), 
Ibu = animais tratados previamente com ibuprofeno (30 mg/kg, v.o.). As colunas 
verticais representam a média ± e.p.m. (*P < 0,05 e **P < 0,01 em relação ao grupo 
controle positivo (carragenina), e os demais grupos estudados. #P < 0,05 e ##P < 
0,01 diferenças estatísticas entre o grupo negativo (salina) e os demais grupos 
estudados. (N = 5 animais). 
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4.2.2 Efeito do MMF sobre as concentrações das substâncias 
reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 
 
 O micofenolato de mofetila (100 mg/kg), reduziu as 
concentrações de TBARS na primeira (4 h) e  na segunda (48 h) fases do 
processo inflamatório induzido pela carragenina (% de inibição 4 h: 22,6 
± 5,6% e 48 h: 22,8 ± 3,0%,) (P < 0,05) (Figura 21A e B).  
De forma similar, os fármacos de referência (Dex e Ibu) 
também inibiram a geração de substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico, em ambas as fases da pleurisia (4 h e 48 h) (P < 0,05) 
(Figura 21A e B). 
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Figura 21: Efeito do micofenolato de mofetila (MMF) sobre as concentrações de 
substâncias reativas ao ácido tiubarbitúrico (TBARS). A) Efeito do MMF (100 
mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h antes da indução da inflamação por carragenina 
(1%/cav.) na pleurisia 4 h. B) Efeito da MMF (100 mg/kg, v.o.) administrado 0,5 h 
antes da indução da inflamação por carragenina (1%/cav.) na pleurisia 48 h. S = 
animais tratados somente com salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.), Cg = animais tratados 
somente com carragenina (1%/cav.), Dex = animais tratados previamente com 
dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Ibu = animais tratados previamente com ibuprofeno 
(30 mg/kg, v.o.). As colunas verticais representam a média ± e.p.m. (*P < 0,05 e 
**P < 0,01 em relação ao grupo controle positivo (carragenina), e os demais grupos 
estudados. #P < 0,05 e ##P < 0,01 diferenças estatísticas entre o grupo negativo 
(salina) e os demais grupos estudados. (N = 5 animais). 
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5 DISCUSSÃO 
 
 
No presente estudo demonstramos que o MMF possui 
importante efeito anti-inflamatório no modelo da pleurisia induzida pela 
carragenina, em camundongos. Esta afirmativa deveu-se à capacidade 
que o MMF demonstrou em inibir, de forma significativa, a migração de 
leucócitos para a cavidade pleural em ambas as fases (4 h e 48 h) do 
processo inflamatório induzido pela carragenina. A inibição dos 
leucócitos observada na primeira fase (4 h) desta inflamação ocorreu, 
principalmente, às custas da inibição de polimorfonucleares. Já na 
segunda fase da pleurisia (48 h) a inibição ocorreu às custas de 
mononucleares. Resultado similar foi demonstrado por outros 
pesquisadores, que evidenciaram que o MMF inibiu a migração de 
polimorfonucleares no parênquima e nos alvéolos pulmonares de ratos, 
no modelo de isquemia/reperfusão (FARIVAR et al., 2005), e por Saad 
e colaboradores (2007), que demonstraram redução significativa na 
migração de mononucleares no parênquima renal de ratos, no modelo de 
inflamação induzida por cisplatina, quando os ratos foram tratados com 
MMF (SAAD et al., 2007).  
No processo inflamatório, inicialmente ocorre a ativação de células 
envolvidas na resposta de fase aguda, como os polimorfonucleares. Esta 
ativação promove a liberação de espécies reativas do oxigênio (EROs), 
tais como: peróxido de hidrogênio, ânion superóxido e radicais hidroxila 
(ZARBOCK e LEY, 2009). Evento similar ocorre posteriormente, com a 
ativação dos mononucleares, que são as células envolvidas após o 
reconhecimento inicial do agente lesivo, e no desenvolvimento da 
resposta imune adquirida presente também nos eventos que ocorrem na 
inflamação crônica (THOMAS et al., 2008).  
Atualmente sabe-se que o estresse oxidativo está envolvido em 
diversos processos inflamatórios, agudos e crônicos. Exemplos são as 
pneumonias e a asma brônquica, pelo qual se observa aumento 
significativo na peroxidação lipídica (CIENCEWICKI et al., 2008). Além 
disso, em outras doenças de caráter inflamatório, como o diabetes tipo 1, a 
aterosclerose e as doenças neurodegenerativas, também observa-se 
diminuição na capacidade antioxidante do organismo, promovendo 
desequilíbrio na liberação de EROs e ERNs (LIMÓN-PACHECO e 
GONSEBATT, 2009). Por este motivo, torna-se importante o controle na 
produção/liberação de EROs e ERNs, para que ocorra diminuição na 
severidade e consequentemente redução na lesão tecidual.   
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Neste contexto, sabe-se que a defesa antioxidante exerce papel 
fundamental nas doenças, e seu envolvimento parece estar diretamente 
relacionado à severidade, extensão e cronicidade de doenças inflamatórias 
como por exemplo: a colite ulcerativa, a esclerose múltipla e a doença 
pulmonar obstrutiva crônica (ROESSNER et al., 2008; VAN HORSSEN 
et al., 2010; LIN e THOMAS, 2010). Dentre os componentes da defesa 
antioxidante, podemos destacar as defesas antioxidantes não-enzimáticas, 
como os tocoferóis, os carotenóides, o ácido ascórbico, a bilirrubina, e a 
transferrina, e a defesa antioxidante enzimática com destaque para a SOD, 
a CAT, a GPx e a GST, que exercem papel fundamental no balanço redox 
dos processos fisiológicos e inflamatórios, além de controlarem a 
produção/liberação de EROS e ERNs (YAN et al., 2010).  
 A SOD foi a primeira enzima antioxidante a ser descrita nas 
células de mamíferos em 1968, e tem como função principal a 
metabolização do ânion superóxido em peróxido de hidrogênio (YASUI 
e BABA, 2006). A CAT é uma hemoproteína citoplasmática, que tem 
como função principal a redução do peróxido de hidrogênio a água e 
oxigênio molecular. Seu papel antioxidate principal deve-se ao fato de 
reduzir o risco de formação de hidroxila a partir do peróxido de 
hidrogênio (YAN et al., 2010).  A CAT, e a GPx têm como funções 
principais a redução do peróxido de hidrogênio, e pode ainda reagir com 
uma variedade de hidroperóxidos de lipídios sendo, portanto, 
responsável pela proteção da membrana celular que ocorre em lesões 
causadas pelo estresse oxidativo (IMAI e NAKAGAWA, 2003). Já a 
GST, é considerada a principal enzima detoxificante da fase 2 de 
biotransformação (reações de conjugação), desempenha papel 
fisiológico na iniciação da detoxificação de potenciais agentes 
alquilantes, incluindo compostos farmacologicamente ativos, gerados 
intracelularmente ou encontrados na forma de xenobióticos. A GST 
torna os xenobióticos menos tóxicos e mais solúveis em água, o que 
facilita sua excreção (JANCOVA et al., 2010).  
Em nossos experimentos, verificamos que o MMF demonstrou 
importante atividade antioxidante, uma vez que diminuiu a atividade da 
SOD, CAT, GPx e GST. Estes resultados do MMF, foram similares 
àqueles observados para ambos os fármacos anti-inflamatórios de 
referência, dexametasona e ibuprofeno. Além disso, em ambas as fases da 
pleurisia (4 e 48 h), observamos correlação positiva entre a inibição do 
influxo de leucócitos para a cavidade pleural e diminuição na atividade 
das enzimas CAT, SOD, GPx e GST. Estes achados estão de acordo com 
os estudos realizados por KRÖTZ e colaboradores (2007), que 
demonstraram que o MMF exerceu importante ação antioxidante inibindo 
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a atividade da NADPH-oxidase endotelial e a geração do radical 
superóxido, em células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECs). 
Este efeito foi atribuído à diminuição do estresse oxidativo pela redução 
na geração de EROs (KRÖTZ et al., 2007). Outro estudo a ser destacado, 
é o de Van den Branden e colaboradores (2003), que observou diminuição 
significativa na atividade da CAT e SOD em animais tratados 
previamente com MMF, no modelo de falência renal induzida pela 
adriamicina (VAN DEN BRANDEN et al., 2003). Saad e colaboradores 
(2007) também observaram que ratos tratados com MMF apresentaram 
diminuição significativa na atividade da GPx e da GSH, no modelo de 
inflamação renal induzida pela cisplatina, em ratos (SAAD et al., 2007).    
Observamos ainda que o MMF foi capaz de restabelecer as 
atividades das enzimas CAT e SOD aos níveis basais, de forma que a 
atividade de ambas nos grupos tratados com o MMF foram similares aos 
observados nos animais não inflamados (controle negativo).  
A primeira conseqüência da manutenção do estresse oxidativo e 
do aumento na geração das espécies reativas é a oxidação de proteínas e 
de lipídios, esta última também conhecida como peroxidação lipídica 
(THOMAS et al., 2008). No presente estudo, o tratamento com MMF 
diminuiu a peroxidação lipídica que foi avaliada indiretamente pela 
redução nas concentrações de TBARS, além da redução na atividade da 
MPO.  
A MPO é conhecida por gerar espécies reativas, como o ácido hipocloroso 
que, em grande quantidade, é um forte indutor de lesão lipídica, proteica e 
do DNA (MALLE et al., 2007). Esta inibição pelo MMF sobre a atividade 
da MPO e sobre as concentrações de TBARS foram similares aos 
apresentados pelo fármaco de referência dexametasona (P < 0.05). 
Também verificamos uma correlação positiva no tratamento dos animais 
com MMF, para a inibição da atividade da MPO e as concentrações de 
TBARS em ambas as fases da pleurisia (4 h e 48 h). Estes resultados, 
também estão de acordo com outros estudos, que demonstraram que o 
MMF foi capaz de reduzir as concentrações de TBARS, no modelo de 
inflamação renal induzida pela doxorubicina (VAN DEN BRANDEN et 
al., 2003), e por diminuir a atividade da MPO, no modelo de inflamação 
induzida pela isquemia-reperfusão, em ratos (FARIVAR et al., 2005).  
Em estudos clínicos, observou-se ainda que em pacientes com 
artrite reumatóide e medicados com MMF, houve redução nas 
concentrações de TBARS observados em amostras de urina e de plasma, o 
que demonstra diminuição no processo de geração de espécies reativas 
durante o processo inflamatório na artrite reumatóide (HERRERA et al., 
2006). De Cal e colaboradores (2008), demonstraram ainda, em um 
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estudo de coorte, que pacientes transplantados e em terapia com MMF 
apresentaram diminuição na concentração de proteínas carboniladas, 
produtos da ação das espécies reativas sobre as proteínas (DE CAL et al., 
2008).  
Outro resultado importante e que reforça a atividade anti-
inflamatória do MMF verificada em nossos experimentos, foi a redução 
significativa da exsudação na cavidade pleural de animais inflamados com 
carragenina, em ambas as fases (4 h e 48 h) da pleurisia (DALMARCO et 
al., 2009). A exsudação é um dos sinais “cardinais“ do processo 
inflamatório e é resultado da ativação de complexos eventos celulares e 
vasculares. Dentre eles, podemos destacar a liberação de mediadores 
inflamatórios, como a histamina, os leucotrienos e também o ON 
(SCHIMID-SCHONBEIN, 2006).  
O ON é caracterizado como o mais importante fator relaxante 
derivado do endotélio, e exerce funções autócrinas e parácrinas mantendo 
o tônus vascular e a permeabilidade microvascular. Os efeitos do óxido 
nítrico na resposta inflamatória são complexos e envolvem a quimiotaxia 
de leucócitos e o aumento da permeabilidade vascular (VON KNETHEN 
et al. 2007). Quando o processo inflamatório é estabelecido, a ONSi é 
expressa nas células endoteliais e é a principal fonte geradora de ON 
(LUIKING et al., 2010). Os macrófagos e as células endoteliais 
estimuladas por citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α e a IL-1β, 
induzem a ativação da enzima ONSi, e consequentemente ocorre aumento 
nas concentrações de ON (VAJDOVICH, 2008). 
Além disso, existe uma relação muito estreita entre o ON e a 
citocina VEGF-α, já que ambos estão relacionados ao extravasamento de 
proteínas plasmáticas e a quimiotaxia celular, durante a resposta 
inflamatória (WALTER et al., 2008; PAREDI e BARNES, 2009). Além 
disso, o VEGF-α tem papel chave na regulação da neovascularização 
que ocorre na inflamação. Este mediador é produzido em resposta ao 
TNF-α e a IL-1β, por linfócitos macrófagos, neutrófilos e monócitos 
(HORIUCHI e WELLER, 1997; TAICHMAN et al., 1997; 
SZEKANECZ e KOCK, 2007). Estudos têm demonstrado a participação 
do VEGF-α no aumento da permeabilidade vascular. Dentre estes, se 
destaca o realizado por Lee e colaboradores (2004), que demonstraram 
que o VEGF-α aumentou a permeabilidade vascular, o extravazamento de 
proteínas plasmáticas e a quimiotaxia celular no pulmão, em modelo de 
asma alérgica induzida por OVA, em camundongos (LEE et al., 2004). 
Em nosso estudo, o MMF foi capaz de atenuar os aumentos nas 
concentrações de NOx e de VEGF-α, assim como diminuir a transcrição 
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do mRNA da ONSi e do VEGF-α. Os resultados obtidos, em ambas as 
fases da pleurisia (4 h e 48 h), foram similares aos apresentados pelo 
fármaco de referência dexametasona. Além disso, verificamos correlação 
positiva entre a redução nas concentrações de ONx e de VEGF-α. Nossos 
resultados são corroborados por estudos, que revelaram que o MMF foi 
capaz de diminuir significativamente as concentrações de NOx e a 
transcrição do mRNA da ONSi, no modelo experimental de inflamação 
renal induzida pela cisplatina, e no modelo in vitro utilizando-se cultura 
de células de fibroblastos de ratos estimulados com lipopolissacarídeos 
(LPS) (MILJKOVIC et al., 2003; SAAD et al., 2007). Além disso, Lee e 
colaboradores (2010) demonstraram que a inibição nas concentrações de 
NOx, foi associada à inibição nas concentrações de VEGF-α, no modelo 
de lesão pulmonar induzida pela bleomicina em ratos (LEE et al., 2010).  
Além do efeito do MMF sobre a citocina VEGF-α, em nossos 
experimentos, este fármaco inibiu de forma significativa, outras 
citocinas consideradas pró-inflamatórias como o TNF-α, a IL-1β e a IL-
17A. Os resultados obtidos sobre a inibição das concentrações de TNF-α 
foram similares aos apresentados pelos animais tratados com 
dexametasona, em ambas as fases da pleurisia (4 h e 48 h). Além disso, 
em ambas as fases da pleurisia (4 h e 48 h) observamos correlação 
positiva entre a inibição na migração leucocitária para a cavidade pleural 
causada pelo tratamento dos animais com MMF e a diminuição nas 
concentrações das citocinas pró-inflamatórias estudadas.  
Dentre as citocinas pró-inflamatórias, destacam-se o TNF-
α, a IL-1β e mais recentemente a IL-17, que possuem papel de 
destaque em diversas doenças de caráter inflamatório. O TNF-α e a 
IL-1β induzem a produção/liberação de outras citocinas e 
quimiocinas, a expressão de moléculas de adesão, angiogênese e 
medeiam efeitos inflamatórios sistêmicos, como a febre, a 
hipotensão e a neutrofilia (TINCANI et al., 2007). 
Os resultados obtidos sobre a inibição das citocinas TNF-α, IL-
1β e IL-17A pelo tratamento dos animais com MMF encontrados em 
nossos experimentos, estão de acordo com estudos in vitro, observados 
por Jonsson e Carsten (2002) e por Weimer e colaboradores (2003), que 
demonstraram que o MMF reduziu as concentrações de TNF-α e de IL-1β 
em culturas de macrófagos murinos e de monócitos humanos estimulados 
com LPS (JONSSON e CARLSTEN, 2002 WEIMER et al., 2003).  
Estudos in vivo também reforçam esta afirmação, como aquele de Yang e 
colaboradores (2008), que demonstrou que o MMF inibiu as 
concentrações de IL-1β no modelo de isquemia/reperfusão, em ratos 
(YANG et al., 2008). Além disso, Lee e colaboradores (2008) 
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demonstraram que o fármaco MMF diminuiu a inflamação pulmonar, 
reduzindo as concentrações de TNF-α, no modelo de colite induzida pelo 
ácido sulfônico 2,4,6-trinitrobenzeno (TNBS) (LEE et al., 2008). Yang e 
colaboradores (2008) demonstraram ainda que o MMF reduziu as 
concentrações e a transcrição do mRNA do TNF-α, da IL-6 e do INF-γ, no 
modelo de inflamação hepática induzida pelo bacilo de Calmette-Guérin e 
LPS, em ratos (YANG et al., 2008).  
A IL-17 age como citocina pró-inflamatória 
principalmente por ser capaz de induzir a liberação de diversas 
quimiocinas, citocinas, metaloproteinases e peptídeos 
antimicrobianos por células mesenquimais e mielóides, o que acaba 
levando ao acúmulo de polimorfonucleares no sítio da resposta 
inflamatória durante a resposta imune inata e adaptativa (XU e 
CAO, 2010). Estudos recentes têm demonstrado que a IL-17 possui 
papel fundamental no desenvolvimento do processo inflamatório em 
diversas doenças como na doença de Crohn (STROBER et al., 2010), no 
lúpus eritematoso sistêmico (YAP e LAI, 2010), além da asma 
brônquica (COSMI et al., 2010). 
Os resultados obtidos em animais tratados previamente com 
MMF, sobre a inibição da IL-17, chamam a atenção para a ação do MMF 
sobre a ativação de linfócitos, principalmente do tipo TH17 que são os 
principais responsáveis pela liberação de IL-17A (AFZALI et al., 2010). 
Estudos in vitro desenvolvidos por Von Vietinghoff e colaboradores 
(2010) demonstraram que o MMF reduziu a liberação de IL-17A em 
células T humanas e murinas estimuladas pelo fator estimulador de 
colônias granulocitárias (G-CSF) (VON VIETINGHOFF et al., 2010).   
Sabe-se que, para ocorrer a produção/liberação das citocinas pró-
inflamatórias como o TNF-α, a IL-1β, o VEGF-α e a IL-17A, o estímulo 
inflamatório precisa ser capaz de desencadear a ativação de fatores de 
transcrição nuclear. Para que este evento ocorra, é necessário a ativação 
de sinalizadores intracelulares localizados em nível pré-transcripcional, 
como, por exemplo, a cascata das MAPKs. Existe ainda a possibilidade do 
estímulo inflamatório, atuar diretamente no fator de transcrição nuclear na 
sua forma inativa, que se localiza no citoplasma das células imunes, tais 
como o fator ativador de proteína 1 (AP-1) e/ou o fator de transcrição 
nuclear kappa B (NF-kB), ativando-o(s) (VALLABHAPURAPU e 
KARIN, 2009). Neste trabalho, estudamos o efeito do MMF sobre a 
transcrição do mRNA das citocinas pró-inflamatórias: TNF-α, a IL-1β, o 
VEGF-α e a IL-17A nos pulmões, os quais são fundamentais para que haja 
a produção destas citocinas após o estímulo inflamatório, e pudemos 
verificar que o MMF foi eficaz em reduzir de forma significativa a 
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transcrição destes mRNAs. Este efeito foi similar ao apresentado pelo 
fármaco de referência dexametasona, em ambas as fases (4 h e 48 h) do 
processo inflamatório deflagrado pela carragenina. Além disso, 
verificamos correlação positiva entre a inibição na migração leucocitária 
causada pelo tratamento dos animais com MMF e a redução na 
transcrição do mRNA das citocinas pró-inflamatórias estudadas. 
É importante salientar que a análise da transcrição do mRNA para 
as citocinas pró-inflamatórias, realizada em nossa pesquisa, deu-se a partir 
de amostras dos pulmões e não do lavado pleural. Este procedimento 
deveu-se à falta de mRNA viável para a execução do procedimento de 
transcrição reversa a partir do lavado pleural.  
A síntese e liberação das citocinas pró-inflamatórias deve-se 
principalmente a presença de leucócitos ativados, sejam 
polimorfonucleares ou mononucleares, no sítio inflamatório. Estudos 
anteriores realizados em nosso laboratório já haviam demonstrado 
presença e ativação destes leucócitos no parênquima pulmonar em ambas 
as fases (4 h e 48 h) da pleurisia induzida pela carragenina, em 
camundongos (DALMARCO et al., 2008; DALMARCO e FRODE, 
2007).  
Uma vez que o MMF apresentou propriedades anti-inflamatória e 
antioxidante importantes no modelo da pleurisia induzida pela 
carragenina em camundongos, acreditamos ter contribuído de forma 
significativa para a fortalecer os conhecimentos acerca da ação anti-
inflamatória e antioxidante do fármaco MMF. Além disso, por tratar-se 
de um fármaco já disponível no mercado, justifica-se o seu uso na 
terapia de doenças de caráter inflamatório agudo ou crônico, nas quais 
ocorre a participação de citocinas pró-inflamatórias e do estresse 
oxidativo e que se apresentam refratárias ao tratamento convencional. 
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6 CONCLUSÃO 
 
 
Os resultados obtidos no presente estudo, indicam que o MMF é um 
fármaco que apresenta importantes propriedades anti-inflamatória e 
antioxidantes avaliadas no modelo de pleurisia induzida pela carragenina 
em camundongos, uma vez que: 
 
1)  Diminuiu a migração de leucócitos e a exsudação; 
 
2) Reduziu a atividade de enzimas inflamatórias, MPO e ADA, 
relacionadas à ativação de polimorfonucleares e mononucleares, 
respectivamente; 
 
3) Reduziu a atividade de enzimas anti-oxidantes como a: SOD, CAT, 
GPx e GST, por reduzir a geração de espécies reativas; 
 
4) Reduziu o estresse oxidativo, verificado pela diminuição na 
peroxidação lipídica (TBARS); 
 
5) Diminuiu as concentrações de óxido nítrico (ON) e a transcrição do 
mRNA da enzima óxido nítrico sintase induzida (ONSi); 
 
6) Reduziu não somente as concentrações das proteínas formadas (TNF-α, 
IL-1β, VEGF-α e IL-17A), mas atuou também em nível pré-
transcripcional, inibindo a transcrição do mRNA destes mediadores. 
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